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(57) Abstract: The invention relates to an artificial promoter which is characterised in that it comprises a chimeric molecule of 
recombinant DNA which, once introduced into plant cells of any class, promotes high expression levels of any DNA molecule that is 
fused to the 3' end thereof. The basic genetic elements of the inventive promoter molecule are as follows: a promoter nucleus with 
a consensus TATA box followed by an Exon/Intron/Exon region and a translational activity-potentiating element, all of which are 
produced artificially. Transcriptional expression-regulating elements can be inserted upstream of the promoter in order to provide the 
expression with the specific time-response capacity of organ or tissue. The artificial genetic elements designed can be functionally 
inserted between any active promoter in plant cells and any DNA sequence in order to increase the transcription/translation levels of 
the latter. 
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(57) Rcsumcn: Un promoter artificial caracterizado porque es una molecula quimerica de ADN recombinante que despues de ser 
introducida en celulas de plantas de cualquier clase promueve altos niveles de expresitfn de cualquier molecula de ADN fusionada 
a su extremo 3'. Los elementos genSticos base de la molecula promo tora que aqm se describe son: un nucleo pro mo tor con una 
caja TATA consenso seguida de una regitfn Ex6n/Intr6n/Ex6n y de un elemento potenciador de la actividad traduccional construidos 
todos artificialmente. Elementos reguladores de la expresi6n transcripcional pueden ser insertados corriente arriba del promotor que 
aquf se describe para conferir a la expresi6n capacidad de respuesta temporal, 6rgano, o tejido especffica. Los elementos genSticos 
artificiales disenados pueden ser funcionalmente insertados entre cualquier promotor activo en celulas de plantas y una secuencia 
cualquiera de ADN, para incrementar los niveles de transcripci<5n/traducci6n de esta ultima. 
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PROMOTOR ARTIFICIAL PARA LA EXPRESION DE SECUENCIAS DE ADN 

EN CELULAS VEGETALES. 

Campo de la invention 

5 Esta invention se relaciona con la rama de la Biotecnologia y mas espetificamente con la 
Ingenieria Gen&ica de las Plantas. En particular, se brindan construcciones quim6ricas de 
ADN con una alta actividad promotora de la transcripcion/traduccion de cualquier 
secuencia nucleotidica fusionada a ellas, en c&ulas de plantas monocotiledoneas o 
dicotiledoneas, lo que permite la obtenci6n de plantas transgenicas con altos niveles de 

10 expresion de genes y secuencias de ADN de interes. 

Arte previo 

La ingenieria genetica de las plantas es una tecnologia que ha demostrado ser muy 
productiva para la investigation basica y la production comercial de nuevos productos 
15 biotecnologicos (Hammond J. Curr. Top. Microbiol. Immunol 1999, 240:1-19; Simoens C. 
y Van Montagu M. Reproduction Update 1995, 1:523-542). 

La selection de senales promotoras que garanticen la expresion adecuada, en fortaleza o 
localization temporal o espacial, de los genes o secuencias de ADN introducidas a las 
plantas manipuladas geneticamente mediante t6cnicas de biologia molecular, es de vital 

20 importancia para el exito de la ingenieria genetica de las plantas. Por esta razon, en las 
ultimas dos decadas multiples esfiierzos han sido dedicados a la busqueda de promotores y 
senales capaces de asegurar la expresion que cada transgen requiere. De esta forma, 
promotores de diferentes origenes (vegetal, viral, del Ti o Ri de Agrobacterium, o 
quimericos) han sido evaluados y empleados en la producci6n de plantas transgenicas. 

25 Los promotores constitutivos mas ampliamente empleados en la manipulation gen6tica de 
las plantas han sido: el promoter del ARN de 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor 
(CaMV) (Odell IT; Nagy F; Chua N.H. Nature 1985, 313:810-812), el promoter nos del 
gen nopalina sintetasa del pldsmido Ti de A. tumefaciem (An G; Costa MA; Mitra A; Ha 
S; Marton L. Plant Phisiol. 1986, 88:547-552); el promoter del gen actina-1 de arroz 

30 (McElroy D; Zhang W; Cao J; Wu R. Plant Cell 1990, 2:163-171) y el promotor del gen 
ubiquitina-1 de maiz (Christensen AH; Sharrock R.A; Quail P. H. Plant Mol. Biol. 1992, 
18:675-689). Sin embargo, cada uno de estos sistemas naturales de expresion presenta 
limitaciones debido fundamentalmente a que sus niveles de expresion no son lo 
suficientemente altos en plantas de cualquier clase; por ejemplo, la expresi6n del promotor 

35 es baja en c61ulas de plantas dicotiledoneas y practicamente indetectable en 
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monocotiledoneas, mientras que el promotor 35S del CaMV, el mhs universalmente 
utilizado, es mucho mas faerte en c&ulas de tabaco que en celulas de plantas 
monocotiled6neas (Topfer R; Maas C; Horicke-Grandpierre C; Schell J; Steinbiss H.H. 
Methods Enzymol. 1993, 217:67-78; Mitsuhara I; Ugaki M; Hirochika H; Ohshima M; 
5 Murakami T; Gotoh Y; y otros. Plant Cell Physiol 1996, 37:49-59). De la misma forma, los 
promotores de la actina-1 de arroz y de la ubiquitina-1 de maiz son altamente eficientes en 
promover la transcripcion de los genes colocados bajo ellos en celulas de plantas 
monocotiled6neas, pero su actividad promotora en celulas de tabaco es baja (Schledzewski 
K; Mendel R-R. Transgenic Research 1994, 3:249-255). 
10 Con el fin de incrementar los niveles de expresion de las proteinas heterologas en las 
plantas transgenicas, se han disenado multiples variantes de promotores quimericos donde 
se combinan promotores naturales con elementos potenciadores de la transcripcion o la 
traduction. Entre estos elementos potenciadores encontramos por ejemplo: el potenciador 
traduccional Omega del Virus del Mosaico del Tabaco (TMV), (Gallie D.R; Sleat D.E; 
15 Watts J.W; Turner P.C; Wilson T.M.A. Nucleic Acids Res. 1987, 15:3257-3273 ), o del 
Virus de Grabado del Tabaco (TEV) (Carrington J.C; Freed D.D. J. Virol. 1990, 64:1590- 
1597); elementos activadores de los promotores de octopina sintasa (Fromm H; Katagiri F; 
Chua N.H. Plant Cell 1989, 1:977-984), manopina sintasa (Comai L; Moran P; Maslyar D. 
Plant Mol Biol. 1990, 15:373-381) o 35S (Kay R; Chan A; Daly M; McPherson J. Science 
20 1987, 236:1299-1302); y exones e intrones naturales como el primer intr6n de la alcohol 
deshidrogenasa-1 de maiz (Callis J; Fromm M; Walbot V. Genes Devel. 1987, 1:1183- 
1200; Last D.I; Brettell R.I.S; Chamberlaine D.A; Chaudhury A.M; Larkin P.J; y otros. 
Theor Appl. Gen. 1991, 81:581-588), el primer exon/intron de la sacarosa sintasa-1 de maiz 
(Maas C; Laufs J; Grant S; Korfhage C; Werr W. Plant Mol. Biol. 1991, 16:199-207), el 
25 primer exon/intron de la actina-1 de arroz (McElroy D; Blowers A.D; Jenes B; Wu R. Mol. 
Gen. Genet. 1991, 231:150-160), etc. De esta forma surgieronlos promotores 2X35S, Mac, 
Emu y otros (EP0459643; EP0651812), que continuan siendo fuertes fundamentalmente en 
c61ulas vegetales de una clase especifica, dicotiledoneas o monocotiledoneas (Schledzewski 
K; Mendel R.K Transgenic Research 1994, 3:249-255). 
- 30 El desarrollo de promotores fuertes que puedan ser empleados para expresar genes tanto en ; - . - 
c61ulas de plantas dicotiled6neas como monocotiled6neas ha sido y es tarea relevante para 
muchos laboratorios no s61o por el reto cientifico que ello representa, o por el ahorro que 
implica poder utilizar una unica construcci6n genetica para transformar plantas de diversas 
clases, sino ademas por la necesidad de contar con sistemas de expresion propios que 
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faciliten la production y comercializacion de los productos biotecnol6gicos. Con este fin la 
solicited de patente W09943838 revindica un promotor sintetico basado en una secuencia 
de la caja TATA hasta el sitio de inicio de la transcription con un contenido elevado de GC, 
64% o mas, unida por su region 5' a secuencias potenciadoras de la transcription tomadas 
5 de los promotores 35S, ubiquitina-1 de maiz y octopina sintasa. Por su parte, buscando no 
s61o expresion en dicotiledoneas y monocotiledoneas, sino ademas para evitar el 
silenciamiento dependiente de secuencias homologas (Park Y.D; Papp I; Moscone E; 
Iglesias V; Vaucheret H; Matzke A; Matzke MA. Plant I 1996, 9:183-194), la solicited de 
patente WOQ058485 reivindica un promotor artificial derivado de la combination de 
10 secuencias provenientes del genoma de dos virus vegetales, el Virus del Moteado Amarillo 
de la Comelina (CoYMV) y el Virus del Mosaico Venoso de la Yuca (CsVMV), y de 
secuencias activadoras originarias del promotor 35S. 

El mecanismo mediante el cual diferentes elementos geneticos potencian la transcripci6n o 
traduction de secuencias nucleotidicas no esta totalmente esclarecido. Asi, por ejemplo, se 

15 ha reportado que secuencias lideres de diferentes virus de ARN pueden potenciar la 
traduction de diferentes ARN mensajeros (ARNm) fosionados a ellas independientemente 
de si sus extremes 5' tienen la estructura de caperuza (m 7 G (5') ppp (5') N) o no (Sleat D.E; 
Wilson T.M.A. 1992. Plant virus genomes as sources of novel functions for genetic 
manipulations. In: T.M.A. Wilson & J.W. Davies (Eds), Genetic engineering with plant 

20 viruses. CRC Press, Inc. p.55-113; Gallie D.R; Sleat D.E; Watts J.W; Turner P.C; Wilson 
T.M. Nucleic Acids Res. 1987, 15:8693-8711). Sin embargo, a exception de que la 
estructura secundaria de los ARN de todos estos lideres virales no es compleja, no se ha 
determinado que existan otros elementos comunes entre las secuencias nucleotidicas de los 
mismos que puedan responder por sus propiedades potenciadoras de la traduction. 

25 En particular se ha reportado para el fragmento Omega del TMV que sus propiedades 
potenciadoras de la traducci6n estan relacionadas con la presencia de al menos una copia 
del oct&mero ACATTTAC, que se encuentra repetido en su secuencia, y de una region de 
(CAA) n de 25 bases que es el motive considerado crMco (dos copias de la region (CAA)n 
son suficientes para conferir altos niveles de potentiation) (Gallie D.R; Walbot V. Nucleic 

30 Acids Res. 1992, 20:4631-4638). Sin embargo, se ha reportado que la region rica en CA de- 
28 bases perteneciente al lider del Virus X de la Papa (PVX), no tiene por si sola 
propiedades potenciadoras de la traduction (Pooggin M.M; Skryabin K.G. Mol. Gen. 
Genet. 1992, 234:329-331); mientras que se postela que el pentanucle6tido CCACC que 
forma parte de esta region CA del lider del PVX, podria interactuar complementariamente 
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con el 3 ' del ARNr 18S (Tomashevskaya O.L; Solovyev AG; Karpova O.V; Fedorkin O.N; 
RodionovaN.P; Morozov S.Y; Atabekov J.G. J. Gen. Virol. 1993, 74:2717-2724) 
Para otros Kderes virales tambien han sido determinados algunos elementos de secuencia 
involucrados en sus actividades potenciadoras de la traduction, como es el caso de la 

5 secuencia CCTTTAGGTT conservada en los lideres de los carlavirus como el Virus S de la 
Papa (PVS) (Turner R; Bate N; Tewell D; Foster G.D. Arch. Virol. 1994, 134:321-333); y 
el llamado motivo ICR2 (regiones internas de control de tipo 2), GGTTCGANTCC, 
localizado en regiones repetidas de 27 bases del lider del ARN3 del Virus del Mosaico de la 
Alfalfa (A1MV), de los cuales son necesarios dos para obtener niveles optimos de 

10 traduction (van der Vossen EAG; Neeleman L; Bol J.F. Nucleic Acids Res. 1993, 
21:1361-1367). 

En el caso del lider del TEV, dos regiones llamadas CDRE-1 y CIRE-2 que se encuentran 
entre los nucleotides 28 a 65 y 66 a 118, respectivamente, han sido identificadas como las 
responsables de las propiedades potenciadoras de la traduction de este Uder viral de 148 
15 bases (Niepel M; Gallie D.R J. Virol. 1999, 73:9080-9088). Sin embargo, dentro de las 
regiones CIRE no ha sido definido ningun elemento espetifico que se considere critico para 
la actividad potenciadora de este lider viral. 

Como anteriormente referimos, los intrones de origen natural y las secuencias adyacentes 
tambi6n han sido ampliamente empleados para potenciar diferentes sistemas de expresi6n 

20 genica hasta factores de cientos, especialmente cuando el intr6n se coloca cerca del extreme 
5' del gen en cuestion. Sin embargo, se reporta que la potentiation de la acumulacion de los 
ARN mensajeros mediada por los intrones (ME) depende entre otros factores del origen del 
intron, de las regiones exonicas que flanquean el mismo y hasta del tipo de celulas. Una 
fuerte 1ME de la expresion ha sido observada fundamentalmente en celulas de plantas 

25 monocotiledoneas, no excediendo comunmente la IME en dicotiled6neas un factor de 2 a 5 
veces. Los mecanismos moleculares de la IME no han sido completamente descubiertos 
(Simpson G.G; Filipowicz W. Plant Mol. Biol. 1996, 32:1-41; Schuler M.A. 1998. Plant 
pre-mRNA splicing. In: J. Bailey-Serres & D.R Gallie (Eds), A look beyond transcription: 
mechanisms determining mRNA stability and translation in plants. American Society of 

30 Plant Physiologists, p. 1-19; Lorkovic.Z.J; Kirk D.A.W;.Lambermon M.H.L; Filipowicz W. 
Trends in Plant Science. 2000, 5:160-167). 

Las variaciones de la IME de la expresi6n que se observa entre celulas de plantas 
monocotiledoneas y dicotiledoneas, pueden deberse a que existen reconocidas diferencias 
entre los requerimientos necesarios para que ocurra un procesamiento adecuado de los pre- 
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ARNm en c&ulas de plantas de clases diferentes. De hecho, en las celulas de plantas 
monocotiledoDeas, a diferencia de lo que ocurre en dicotiledoneas, no es indispensable la 
existencia de segmentos ricos en AU dentro de los intrones para que ocurra el 
procesamiento de los mismos; pudiendo ademas las celulas monocotiledoneas procesar 
intrones que contienen estructuras de tallo con horquilla o tienen alto contenido de GC (mas 
de 50%), lo que indica que las celulas dicotiled6neas no son capaces de procesar intrones 
con estructuras secundarias complejas ( Goodall GJ; Filipowicz W. The EMBO Journal 
1991, 10:2635-2644; Lorkovic Z J; Kirk D.A.W; Lambermon M.H.L; Filipowicz W. Trends 
in Plant Science. 2000, 5:160-167). Estas razones pueden explicar, al menos en parte, por 
que los sistemas desarrollados hasta ahora, en los cuales se emplea la DVDE para potenciar 
artificialmente la expresion de secuencias nucleotidicas de interes, son clase espetificos. 

Description detallada de la invencion : 

La secuencia promotora de la expresi6n que se propone en esta invencion, contiene un 
15 grupo de caracteristicas propias que de conjunto la distinguen: 1) es funcionalmente 
universal por cuanto es activa tanto en celulas de plantas dicotiledoneas como 
monocotiled6neas, permitiendo la obtencion de plantas transg6nicas de cualquier clase con 
altos niveles de expresion de los genes y secuencias de ADN de interes; 2) se basa en una 
combination de elementos geneticos ensamblados artificialmente de forma tal que no solo 
20 incrementan los niveles del ARNm de interes mediante IME, sino que ademas promueven la 
traduccion de los mismos; 3) la ausencia en este promoter de largos fragmentos de ADN de 
secuencia id6ntica a la natural o de origen viral, minimiza el riesgo de silenciamiento de la 
expresion mediada por ARN homologos y la posibilidad de que surjan nuevas razas o cepas 
de virus como consecuencia de la recombination homologa in planta; 4) la secuencia de la 
25 caja TATA hasta el sitio de initio de la transcripci6n no tiene que tener necesariamente un 
elevado contenido de GC; 5) nuestra secuencia promotora es extremadamente vers&til ya 
que diferentes elementos reguladores de la actividad transcriptional pueden ser insertados 
5' a ella para conferir a la expresi6n capacidad de respuesta temporal, organo, o tejido 
espetifica; 6) los elementos geneticos artificiales que la componen tambien pueden ser 
30 funcionalmente insertados entre cualquier promotor activo en celulas de plantas y una 
secuencia cualquiera de ADN, para incrementar la transcripcion/traduccion de esta ultima. 
El diseno de la regi6n quimerica Ex6n/Intr6n/Ex6n con una alta actividad potenciadora de 
la acumulaci6n de ARNm en c61ulas de plantas de cualquier clase y su integration funcional 
a un potenciador artificial de la traduccion constituyen dos componentes esenciales del 
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presente objeto de invention, porque nos permiten expresar mas eficientemente cualquier 
secuencia de ADN de interes en las celulas vegetales. 

Es importante aclarar, que cuando decimos que una region, motecula o secuencia de ADN, 
es artificial o quimerica, nos estamos refiriendo a que la misma ha sido disenada y fabricada 
5 in vitro y por lo tanto no existe en la naturaleza ningun elemento genetico cuya estructura 
primaria del ADN sea identical la de ella, independientemente de que algun pequeno 
fragmento componente suyo tenga origen natural. 

Al disenar un intron, con sus regiones exonicas adyacentes, capaz de promover la actividad 
IME de la expresion, hubimos de estudiar que motivos de secuencia y componentes 

10 geneticos eran comunes en aquellos intrones vegetales con reportada actividad potenciadora 
de la transcription. Al mismo tiempo hubo de resolverse el reto que representa lograr un 
adecuado y eficiente procesamiento de este intron, independientemente de su contenido de 
GC, en c61ulas de plantas de cualquier clase (dicotiledoneas o monocotiledoneas). 
Al comparar las secuencias de los intrones de actina-1 de arroz y ubiquitina-1 y sacarosa 

15 sintasa-1 de maiz, ampliamente empleados como potenciadores de la transcription, 
detectamos la presencia de motivos de secuencia comunes y repetidos en todos ellos (Figura 
1). No est& demostrado que ninguno de estos motivos en particular sea responsable de la 
IME que estos intrones confieren, pero el alto nivel de conservation del motivo CTCC (o 
secuencias homologas CTC, TCC y TC) en todas estas regiones, asi como en las regiones 5' 

20 de las cajas TATA de muchos promotores vegetales, indican la posibilidad de que el mismo 
favorezca la uni6n de factores transcripcionales que promueven la actividad ARN- 
polimerasa II. Igualmente la abundancia y conservation de secuencias ricas en C y A en los 
primeros exones (regiones que quedaran como lideres no tradutibles de los ARNm) y en los 
lideres virales de reportada actividad potenciadora de la traduction, indica que dichas 

25 secuencias pudieran promover la estabilidad de los ARNm resultantes y su capacidad para 
sertraducidos. 

Es apropiado destacar que no existe completa demostraci6n cientifica de ninguna de las 
hipotesis anteriormente adelantadas, por lo que no es obvio que la construction de un intron 
artificial con sus exones adyacentes, conteniendo repetidamente los motivos de secuencia 
30 por nosotros sefialados, resulte en una regidn con una alta actividad potenciadora- de la 
transcripci6n y acumulaci6n de ARNm; sin embargo, los resultados de nuestro trabajo asi lo 
indican. 

A partir del mencionado estudio de comparaci6n entre los diferentes intrones con sus 
correspondientes exones, decidimos disenar una region Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial que 
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combinara aquellos fragmentos de las secuencias de los intrones/exones de actina-1 de arroz 
y ubiquitina-1 de maiz, ricos en los motives que consideramos relevantes para promover la 
actividad IME de la expresion. Al realizar esta tarea, hubo que tener en cuenta que el intron 
artificial resultante debia ser procesable en celulas de plantas dicotiled6neas, para que el 
5 mismo pudiera tambi6n promover el incremento de la expresion en este tipo de c61ulas. Sin 
embargo, nos encontramos con la dificultad de que los intrones que utilizamos como 
material de construcci6n (actina-1 de arroz y ubiquitina-1 de maiz) tienen un alto contenido 
de GC, estructuras secundarias complejas con abundantes tallos, y sus puntos de 
ramificaci6n cercanos al aceptor AG del sitio de procesamiento 3' poseen secuencias 
10 alejadas del consenso, por lo que dificilmente estos intrones sean eficientemente procesados 
en c61ulas de plantas dicotiledoneas. 

A fin de simplificar la estructura secundaria del Exon/Intron/Exon disenado por nosotros 
para facilitar su procesamiento en celulas de plantas de cualquier clase, decidimos realizarle 
multiples cambios puntuales de secuencia, asi como insertar en el mismo secuencias tipo 

15 UUUUUAU que activan el procesamiento (Gniadkowski M; Hemmings-Mieszczak M; 
Klahre U; Liu H.X; Filipowicz W. Nucleic Acids Res. 1996, 24:619-627). Adicionalmente, 
nuestra secuencia quimerica se fusion6 al segundo exon y se inserto dentro del segundo 
intron de la actina-1 de maiz (TVS2), para aprovechar que este es altamente procesable en 
dicotiledoneas (Ej.: tabaco) (Goodall G.J; Filipowicz W. The EMBO Journal 1991, 

20 10:2635-2644). La probable estructura secundaria de cada una de las variantes disenadas de 
nuestro exon/intron/exon artificial, fize estudiada mediante an&lisis con ordenador 
empleando el programa PCFOLD 4.0 (Zuker M. Meth. Enzymology 1989, 180:262-288). 
Llamamos ART al Exon/Intron/Exon artificial creado por nosotros. 
Como ya se mencion6, el segundo componente relevante del objeto de esta invenci6n es un 

25 potenciador traduccional artificial que se fusion6 a continuation del exon/intron quimerico 
para elevar los niveles de la expresi6n. 

El potenciador artificial de la traduction fue disenado a partir del analisis de las secuencias 
y estructuras secundarias de diferentes lideres virales. De este analisis llegamos a la 
conclusion de que son tres los elementos esenciales en todos estos potenciadores 
- 30 traduccionales: 1) una estructura secundaria muy poco compleja; 2) segmentos de secuencia 
ricos en C y A; 3) motives hom61ogos en mis del 83% a la secuencia consenso HCAYYY 
(H= C 6 U 6 A; Y= C 6 U, ver Tabla 1), expuestos y que con frecuencia se encuentran 
repetidos y/o en las horquillas de estructuras que tienen un tallo con baja temperatura de 
flisi6n. 
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Tabla 1. Secuencias estructuralmente conservadas en los fragmentos lideres de varios virus 
ARN (H=C/U/A; Y=C/U). 



Lider viral 


Secuencia 


TMV 


ACAUUUAC 


TEV(CIRE-l) 


GCAUUCUA 


TEV(CIRE-2) 


UCAUUUCU 


PVS 


ACCUUUAG 


A1MV(ARN3) 


UAAUUCG 


A1MV(ARN3) 


ACUUUUC 


PVX 


CCAAUUG 


BMV 


AACAUCGG 


RSV 


CCAUUCA 


Consenso 


HCAYYY 



5 

A partir de las premisas senaladas, disefiamos un potenciador traduccional artificial en el 
cual secuencias tipo HCAYYY colocadas dentro de sendas estructuras de tallo con 
horquilla, se insertaron dentro de una secuencia de 45 bases rica en C y A. Este potenciador 
traduccional artificial no tiene mas de un 55 % de homologia con los lideres de los virus 

10 ARN que sirvieron para obtener las premisas teoricas empleadas en su confection, e 
incluso, no existe entre ellos ningiin segmento de secuencia de mas de 6 nucleotides que sea 
100% homologo. Por esto podemos afirmar que nuestro potenciador artificial no se deriva 
de ningun potenciador traduccional anteriormente reportado o protegido (EP 0270611), ni 
contiene secuencias directamente derivadas de ellos. 

15 A nuestro potenciador traduccional quimerico se adicionaron sitios de restriction para 
facilitar su manipulation y la fusion de genes de interes a el. Finalmente, antes de fiisionar 
el nuevo potenciador traduccional al exon/intron artificial que creamos, su funcionalidad fue 
comprobada in vivo, demostr&ndose que posee la misma capacidad de potenciar la 
expresion de un gen quimerico que el fragmento Omega del TMV. Llamamos Eureka a este 

20 potenciador artificial de la traduction creado por nosotros (Figura 2). 

Para construir la secuencia promotora objeto de esta invention, se diseno inicialmente un 
promoter base formado por una caja TATA consenso (Joshi CP. Nucleic Acids Res. 1987, 
15:6643-6653) a la que se fusion6 la regi6n -24 a -4 (a partir del initio de transcription) 
del promotor 35S del CaMV, incorporando a continuacion la region -5 a +27 del gen 

25 actina-1 de arroz que proveerd el sitio de initio de la transcripci6n y una regi6n rica en C y 
A. A continuacion se fusion6 la region +26 a +72 (a partir del initio de transcripci6n) del 
gen ubiquitina-1 de maiz para proveer regiones ricas en AC y TC respectivamente, que 
conforman un primer exon artificial que se unio al segundo exon de la actina-1 de maiz, 12 

8 
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bases antes del sitio de procesamiento 5' de su intron IVS2 y hasta incluir a este ultimo. 
Multiples cambios, adiciones o deleciones de bases se realizaron alrededor de esta zona de 
union de acuerdo a las predicciones por computadora, para evitar posibles estructuras 
secundarias que afectaran la maduracion del ARN. El intr6n artificial disenado por nosotros 
5 se constituyo de: las primeras 54 bases del intron IVS2, fusionadas a 37 bases de una regi6n 
5' del primer intron de ubiquitina-1 de maiz correspondiente a las bases de +89 a +126 a 
partir del inicio de transcripci6n, seguidas de 375 bases del primer intron de la actina-1 de 
arroz ( desde la posicion +103 hasta la +477 a partir del inicio de transcripcion de este gen), 
fusionadas a 33 bases del 3 'del intr6n de ubiquitina-1 de maiz ( de la posicion +1051 hasta 

10 +1083 a partir de su inicio de transcripcion), unidas a la segunda mitad del intron IVS2 de la 
actina-1 de maiz (de la posicion -52 hasta la +5 a partir del sitio de procesamiento 3 ' de este 
intron) y a una secuencia quimerica de 29 bases conteniendo sitios de restriction y una 
secuencia consenso de inicio de traduction ( Liitcke H.A; Chow K.C; Mickel F.S; Moss 
K.A; Kern H.F; Scheele G.A. The EMBO Journal. 1987, 6:43-48). La secuencia del 

1 5 Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial ART creado por nosotros se muestra en la Figura 3 . Despues de 
comprobar la procesividad del Exon/Intron/Exon que construimos, mediante pruebas de 
expresi6n transiente en c61ulas de tabaco y arroz, a su extremo 3' fiie fusionado el 
potenciador traduccional Eureka, pudiendo apreciarse en la Figura 4 la estructura final de la 
secuencia promotora objeto de esta invention (promotor PARTE). 

20 Se debe destacar que el elemento potenciador ART disenado por nosotros, se mostro mas 
eficiente como potenciador de la expresion genica que el comunmente utilizado primer 
exon/intron/ex6n del gen actina-1 de arroz; siendo el fragmento Eureka un potenciador 
adicional de su actividad. 

En este trabajo se logra por vez primera confeccionar de forma artificial dos elementos 
25 gen&icos muy eficientes como potenciadores de la expresion de cualquier secuencia de 
ADN en celulas de plantas transg&iicas de cualquier clase, lo que demuestra la validez de 
los preceptos te6ricos en los que nos hemos basado. Por primera vez tambien se logra que 
un intron artificial con un contenido de AT menor de 52 % sea adecuadamente procesado 
en c61ulas de plantas dicotiledoneas, y que promueva en ellas alta actividad IME de la 
- 30 expresi6n. Tambien constituye una novedad la construcci6n de un potenciador traduccional 
completamente artificial, altamente eficiente y de baja homologia con los lideres de los 
virus ARN. 

Diferentes regiones activadoras de la transcripci6n fueron fusionadas 5' a la secuencia 
promotora objeto de esta invenci6n. Asi, la regi6n -43 a -310 (a partir del initio de 
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transcripcion) del gen actina-1 de arroz file colocada 5' a nuestro promotor PARTE, como 
se muestra en la Figura 5, para formar la region promotora APARTE, a la cual se agregaron 
elementos potenciadores de la transcripci6n del tipo as-l ( Benfey P.N; Chua N.H. Science, 
1990, 250:959-966), asi como un fragmento de 556 bases de la region 5' del promotor 

5 ubiquitina-1 de maiz (de -299 a -855 a partir del inicio de transcripcion) para dar 
finalmente lugar al promotor U3 ARTE, cuya estructura se muestra en la Figura 6. 
Muchas otras variantes de secuencias promotoras fiieron construidas a partir de los 
elementos geneticos descritos (ver Figura 7), y todas ellas demostraron su funcionalidad en 
ensayos in vivo y comprobindose el efecto sinergico sobre la expresion de todos los 

10 potenciadores y regiones activadoras empleadas. 

El elemento as-l empleado en nuestras constructions como potenciador de la transcripcion 
(ver Figura 6) posee un diseno novedoso por cuanto tiene menos de un 50 % de homologia 
con el potenciador palindromico de la octopina sintasa ( Ellis J.G; Llewellyn DJ; Walker 
J.C; Dennis E.S; Peacock W.J. EMBO I 1987, 6:3203-3208; EP0278659), no es identico 

15 (menos de un 85 % de identidad) a ninguna de las variantes de este tipo de secuencias 
reivindicadas a partir del estudio hecho por Ellis y colaboradores (Bouchez D; Tokuhisa 
J.G; Llewellyn D J; Dennis E.S; Ellis J.G. EMBO I 1989, 8:4197-4204; USPat. 5,837,849), 
y los motives TGACG presentes en el se encuentran dentro de un contexto de secuencias 
flanqueantes unico. 

20 Es importante resaltar que si bien el promotor del gen actina-1 de arroz ha sido descrito y 
utilizado para expresar diferentes genes (McElroy D; Zhang W; Cao J; Wu R. Plant Cell 
1990, 2:163-171; WO9109948), nuestro trabajo revela por vez primera la actividad 
potenciadora de la transcripcion de la region 5' del mismo y su uso como potenciador 
heterologo de la transcripci6n. De la misma forma, aunque el uso de la region 5' activadora 

25 de la transcripci6n del promotor ubiquitina-1 de maiz ha sido reivindicada (EP0342926), el 
fragmento de 556 bases empleado por nosotros no contiene los elementos de "caja de 
choque tfrmico" que se han definido como esenciales para la funcionalidad de este 
potenciador (se encuentran entre las posiciones -188 y -214 de la secuencia de este 
promotor), y por lo tanto es original y no obvia la actividad potenciadora de la transcripcion 

30 de la secuencia del promotor ubiquitina que utilizamos. 

El promotor PARTE fae tambi6n fusionado a un pequeno fragmento de 214 bases que se 
corresponde con la regi6n -31a -245 a partir del inicio de transcripci6n del gen gluB-1 de 
arroz (Takaiwa F; Oono K; Kato A. Plant Mol Biol. 1991, 16:49-58) para formar la nueva 
region promotora GARTE ( Figura 8). Ensayos de expresion transiente demostraron que el 
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nuevo promoter artificial GARTE es altamente eficiente para expresar secuencias de ADN 
en el endospermo de semillas. 

Asi concluimos que la combinacion funcional de todos estos elementos quimericos 
activadores 5' de la transcripcion es novedosa y de gran utilidad para producir elementos 
5 geneticos que permitan lograr altos niveles de expresidn de secuencias de ADN en celulas 
vegetales, independientemente de la clase a las cuales ellas pertenezcan. 
Es obvio que otras regiones activadoras 5' de diferentes promotores pueden ser fusionadas 
en cis al objeto de esta invention a fin de lograr altos niveles de expresion y/o conferir a la 
expresi6n capacidad de respuesta temporal, organo, o tejido especifica. 

10 Para alguien con experiencia en las tecnicas de la ingenieria genetica, lo aqui descrito le 
posibilita el uso de los potenciadores ART y Eureka, en combinacion con cualquier 
elemento promoter de la transcripci6n en celulas de plantas, para potenciar la 
transcripcion/traduccion de cualquier secuencia de ADN en celulas vegetales 
monocotiledoneas o dicotiledoneas. Igualmente, los preceptos teoricos, fruto de nuestras 

15 observations, que nos llevaron al diseno de ART y Eureka, pueden ser empleados por 
alguien con experiencia en tecnicas de biologia molecular para confeccionar nuevos 
potenciadores de la expresion de secuencias de ADN en celulas de plantas. 
Considerando el gran desarrollo alcanzado por la ingenieria genetica de las plantas en las 
dos ultimas decadas, es obvio que el promoter objeto de esta invention acoplado a un gen 

20 cualquiera y a una secuencia terminadora de la transcripcion puede ser insertado en un 
vector para la transformacion gen6tica de c61ulas vegetales, y mediante tecnicas establecidas 
y de probada eficacia obtener plantas transg6nicas que expresen el gen en cuestion. 
Por un vector para la transformacion genetica se entiende en esta solicited, una molecula de 
ADN (purificada, o contenida dentro de una celula bacteriana, o un virus), que sirve como 

25 vebiculo portador para introducir en una celula vegetal cualquier fragmento de ADN 
previamente insertado en ella. 
Descripcion de las Figuras 

Figura 1. Secuencias de los genes actina-1 de arroz (Act), ubiquitina-1 de maiz (Ubi) y 
sacarosa sintasa-1 de maiz (Shrun) a partir del inicio de la transcripcion, Se muestra el 
- 30 primer exon (en letras mayusculas) y la regi6n 5' del primer intron (en minusculas), y la 
localizaci6n en ellas de motives de secuencias comunes y repetidos (subrayados). 
Figura 2. Secuencia del potenciador traduccional artificial EUREKA, mostrando sus 
elementos relevantes y los sitios de restricci6n incluidos. 

ll 
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Figura 3. Secuencia del Exon/Intron/Exon artificial ART, mostrando el origen de cada uno 
de sus fragmentos componentes (el intron artificial esta en minusculas; subrayadas dobles 
estan las bases insertadas para crear secuencias tipo UUUUUAU; se senalan algunos sitios 
de restricci6n relevantes (subrayados simples)). 

5 Figura 4. Estructura primaria del objeto de esta invention (promoter PARTE), mostrando el 
promoter base unido al Ex6n/Intr6n/Exon ART y al potenciador traduccional Eureka (en 
minusculas itdlicas el promotor, y en simples minusculas el intr6n; los exones estan en 
mayusculas; se sefialan algunos sitios de restriction relevantes(subrayados), la caja TATA 
est& doblemente subrayada, y el codon de initio de traducci6n esta en negritas). 

10 Figura 5. Estructura primaria del promotor APARTE, mostrando la region 5' reguladora de 
la expresion del gen actina-1 de arroz (region -43 a -3 10 a partir del initio de transcription, 
en mayusculas-italicas) unida al promotor PARTE (en minusculas italicas el promotor, y en 
simples minusculas el intron; los exones estdn en mayusculas; se senalan algunos sitios de 
restriction relevantes (subrayados), la caja TATA esta doblemente subrayada, y el cod6n de 

15 initio de traduction est& en negritas). 

Figura 6. Estructura primaria del promotor U3ARTE, mostrando sus elementos 
componentes: regi6n de -299 a -855 a partir del initio de transcription del gen ubi-l de 
maiz, en mayusculas; potenciador de la transcription tipo as-1, en mayusculas-negritas; 
regi6n -43 a -310 a partir del initio de transcription del gen act-1 de arroz, en mayusculas- 

20 it&licas; promotor PARTE en minusculas (en doble subrayado la caja TATA, en italicas el 
» intron ART, y en subrayado simple el initio de traduction)). 

Figura 7. Variantes de promotores con los elementos potenciadores objetos de esta 
invention. A: 35SEureka; B: 35SART; C: 35SARTE; D: PARTE; E: APARTE; F: 
2A1PARTE; G: 2 APARTE; H: U3ARTE. g Promotor 35S (1.3Kb); gj Potenciador 

25 traduccional Eureka;^ Ex6n/Intr6n/Ex6n ART; ^ Nucleo promotor artificial; Q 

Region 5'activadora del gen actina-1 de arroz (-43 a -221); 0 Region 5'agivadora del 
gen actina-1 de arroz (-226 a -310); || ASP (Potenciador tipo as-1); y2 Region 
5'activadora del promotor ubiquitina-1 de maiz (-299 a -855). 

Figura 8. Estructura primaria del promotor GARTE, mostrando sus elementos componentes: 
. 30 region .de -31 a -245 a partir del initio de transcription del gen g/wB-1 de. arroz, en 
mayusculas-italicas; promotor PARTE (en minusculas itilicas el promotor, y en simples 
minusculas el intron; los exones est£n en mayusculas; se senalan algunos sitios de 
restricci6n relevantes (subrayados), la caja TATA est& doblemente subrayada, y el cod6n de 
initio de traducci6n esta en negritas). 
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Figura 9. Mapa del pUC-GUSint. 
Figura 10. Mapa del pBPF£17. 
Figura 11. Mapa del pBPFA19-linker. 

Figura 12. Demostracion comparativa por tincion histoquimica con X-Gluc de la 
5 funcionalidad de los elementos ART y Eureka en celulas de arroz mediante la expresi6n 
transiente de diferentes construcciones gen6ticas portadoras del gen GUSint, introducidas 
por bombardeo con microproyectiles acelerados. 

Deposito de microorganismos 

10 Los plasmidos pC-EURGUSint; pC-ARTEGUSint; pGARTEGUSint y pC- 
IBARTEGUSint fiaeron depositados bajo el Tratado de Budapest para la protecci6n de 
Microorganismos en el Belgian Coordinated Collections of Microoganism, Plasmid 
Collection (BCCM7LMBP) Universiteit Gent, Tiers- Schell- Van Montagu 1 building, 
Technologiepark 927, B-9052 Gent-Zwijnaarde, Belica,. Los plasmidos pC-EURGUSint; 

15 pC-ARTEGUSint; pGARTEGUSint con los numeros de acceso LMBP 4727; LMBP 4725; 
LMBP 4728 respectivamente y con fecha del 19 de mayo, 2003 y el pC-U3ARTEGUSint 
con el numero 4791 del 25 de Noviembre del 2003. 

EJEMPLOS DE REALIZACION 
20 Ejemplo No.l: Construction de los elementos constituyentes de un nuevo sistema 
quimerico para la expresion de secuencias de ADN en celulas de plantas. 

Todos los fragmentos de ADN que se sintetizaron fueron creados con extremos cohesivos a 
diferentes sitios de restricci6n de endonucleasas tipo II para facilitar la donation correcta 
de los mismos. 

25 a) Clonaj e del potenciador traduccional Eureka. 

El fragmento de ADN de 86 pares de bases (pb) correspondiente al potenciador traduccional 
Eureka (SEQ ID NO: 1), foe clonado en el vector pBluescript II SK (Stratagene, USA) 
previamente digerido con las enzimas Pstl y Sacl, aprovechando que en el diseno del 
fragmento de ADN sintetico se incluyeron extremos cohesivos con ambas enzimas de 

30 restriction. El pl&smido resultante de este clonaje foe nombrado pBS-Eureka. 
b) Ensamblaje del Exon/Intron/Exon artificial ART. 

El Exon/Intron/Exon artificial ART se construy6 mediante clonacion a partir de ensamblar, 
uno a continuaci6n de otro, los fragmentos de ADN disenados. Inicialmente, el fragmento 
sintetico de ADN llamado P35AcU (SEQ ID NO: 2) que contenia el promoter base, el 

13 
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primer Exon y parte del Intron artificial, fue clonado en el vector pBluescript II SK digerido 
con las enzimas EcoRl y Spel, para obtener el plasmido pBS-AcU. A continuation, este 
ultimo plasmido fue digerido con Spel y Sacl, y en el se insert6 el fragmento de ADN 
sint6tico I-U/Ac (SEQ ID NO: 3) que codifica para parte del intron artificial. Asi se obtuvo 
5 el plasmido pBS-AcUAc. 

Seguidamente, el fragmento sintetico de ADN I-Ac/U (SEQ ID NO: 4), conteniendo el final 
del Intron artificial fue insertado en el plasmido pBS-AcUAc digerido con las enzimas 
BamHl y Sacl, para producir el plasmido pBS-AcUAcU, 

Al insertar en el plasmido pBS-AcUAcU digerido con Spel y Sad, el fragmento IniT (SEQ 
10 ID NO: 5), se completo el Exon/Intron/Exon artificial ART (SEQ ID NO: 6), 
conformandose el plasmido pBS-ART cuya estructura primaria entre los sitios EcdRI y Sacl 
del vector pBlueScript II se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 7. 
c) Construction del promotor PARTE. 

Para la construcci6n de la secuencia promotora objeto de esta invention (promotor 
15 PARTE), se obtuvo mediante digestion Xhol - Pstl del plasmido pBS-ART el fragmento de 
ADN que contiene el promotor base y todo el Exon/Intron/Exon ART sin su region 3', 
insertandolo en el plasmido pBS-Eureka digerido con estas mismas enzimas. Asi logramos 
el pl&smido pPARTE (Figura 4, Figura 7D), cuya secuencia entre los sitios EcdRI y Sacl se 
muestra en la secuencia SEQ ID NO: 9. 
20 Ejemplo No.2: Demostracion de la funcionalidad de los potenciadores Eureka y ART 
en celulas vegetales. 

a) Funcionalidad del potenciador traduccional Eureka en c61ulas de tabaco. 
Para verificar el poder potenciador de Eureka en celulas de tabaco y arroz se realizaron una 
serie de construcciones geneticas auxiliares. 
25 El gen reportero uidA con el intron IV2 del gen ST-LS1 de papa insertado en el sitio SndSl 
(GUSint), fue obtenido mediante digestion Ncol - Sacl a partir del plasmido pUC-GUSint 
(Figura 9), y clonado en estos mismos sitios del plasmido pBS-Eureka, para dar lugar al 
vector pBS-EURGUSint. Este ultimo plasmido fue digerido a continuation con las enzimas 
Pstl y Sail y tratado con la nucleasa SI para obtener el plasmido pBS-AEURGUSint; del 
- 30 cual se obtuvo, mediante digesti6n Xhol - Kpnl, un fragmento de ADN conteniendo el 
potenciador Eureka fusionado al gen GUSint que se inserto en el vector pBPFI27 (Figura 
10). De esta forma obtuvimos el vector pBPF-EURGUSint (Figura 7A), en el cual la 
expresion del gen GUSint estd bajo el control del promotor 35S del CaMV (version de 1.3 
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Kb), el potentiator Eureka y las senates de termination de la transcription del gen nos de 
Agrobacterium tumefaciens (Tnos). 

Como control para la evaluation de la expresion de la construction pBPF-EURGUSint, se 
construyo el plasmido pBPFft-GUSint, clonando el gen GUSint, obtenido del pUC-GUSint 

5 mediante digestion Sail I Klenow y Kpn\ entre los sitios Smal y Kpnl del vector pBPFQ7. 
Este plasmido es similar al pBPF-EURGUSint excepto que en lugar del potenciador 
Eureka, la expresion del gen GUSint estd bajo el control del potenciador Omega del TMV. 
Otro plasmido control se construyo mediante la elimination del potenciador Omega de la 
construction pBPFQ-GUSint, por digesti6n con Xhol - Ncol, tratamiento con Klenow y re- 

10 circularizacion del plasmido, para obtener el vector pBPF-GUSint. 

De los plasmidos pBPFfl-GUSint, pBPF-GUSint, y pBPF-EURGUSint fueron obtenidos, 
mediante digesti6n con HineSH, los casetes para la expresi6n del gen GUSint en plantas; 
estos casetes se clonaron en el vector binario pCAMBIA2300, para dar lugar a los 
plasmidos binarios pC-f27GUSint, pC-GUSint y pC-EURGUSint, respectivamente. 

15 Despues de introducir los plasmidos binarios obtenidos a la cepa de A. tumefaciens 
LBA4404, procedimos a ensayar la funcionalidad del potenciador Eureka mediante un 
experiment© de expresion transitoria en celulas de tabaco NT1 segun el protocolo descrito 
por An ( An G Plant Physiol. 1985, 79:568-570) con algunas modificaciones. Despues de 
cocultivar durante 4 dias las c61ulas de tabaco con el Agrobacterium portador de cada vector 

20 binario, las c61ulas fueron colectadas y procesadas segun Jefferson ( Jefferson R.A. 1988. 
Plant reporter genes: the GUS gene fusion system. In: J.K Setlow (Ed), Genetic 
Engineering. Vol. 10, Plenum Publishing Corporation, p.247-263) para determinar la 
actividad P-glucuronidasa (GUS) presente en las mismas. Cada experimento se realizo por 
triplicado con 5 replicas por construcci6n cada vez, y los resultados se muestran en la 

25 siguiente tabla. 



Tabla 2. Demostracion de la funcionalidad del potenciador traduccional Eureka en c61ulas 
de tabaco. 



Experimento 


Actividad GUS (pM 4-1V 


[U/min/mg proteinas totales) 


Relacion 
Eureka / CI 


Media de 
relaci6n 
Eureka / CI 


Control de 
c61ulas 


pC-GUSint 


pC- 
n7GUSint 


pC- 
EURGUSint 


I 


0.31±0.01 


1.93±1.17 


7.15±2.26 


7.50±2.60 


1.04 


1.00±0.33 


n 


1.10±0.28 


2.11±0.18 


8.56±1.60 


11.22±2.80 


1.31 


m 


0.79±0.19 


4.84±1.66 


33.2±3.6 


21.1+6.1 


0.64 
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Como se observa en los resultados expuestos en la Tabla 2, no existen diferencias 
significativas en cuanto a la actividad potenciadora del fragmento Eureka y la del lider 
Omega del TMV, por lo que se demuestra que hemos logrado por vez primera un eficiente 
potenciador traduccional completamente artificial. Asi se confirman tambi6n nuestros 

5 presupuestos teoricos de que es posible construir un elemento gen&ico con significativas 
propiedades potenciadoras de la traducci6n de las secuencias de ADN fusionadas a 
continuation de 61 en direction 3', mediante la combination de regiones de secuencias ricas 
en C y A, con secuencias homologas al motivo HCAYYY (H-C/T/A; Y=C/T). 
b) Funcionalidad del Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial ART en celulas de tabaco. 

10 Para comprobar la funcionalidad del elemento ART en celulas de tabaco, inicialmente se 
obtuvo el fragmento GUSint del pUC-GUSint mediante digestion con Ncol - Sad , y se 
clon6 en el pBS-ART digerido con estas mismas enzimas, para dar lugar al plasmido pBS- 
ARTGUSint. Seguidamente, este ultimo plasmido fue digerido con Sail - Bgia y tratado 
con nucleasa SI, para dar lugar al pBS-AARTGUSint, de donde el fragmento ARTGUSint 

15 foe obtenido por digesti6n Xhol - Kpnl y clonado en el vector pBPF£27 digerido con las 
mismas enzimas, obteniendose el plasmido pBPF ARTGUSint (Figura 7B), donde la 
expresion del gen gus est& bajo el control del promotor 35S del CaMV (version de 1.3 Kb), 
el Exon/Intron/Exon ART y las sefiales de termination de la transcription del gen nos de A 
tumefaciens (Tnos). 

20 Del pl&smido pBS-AARTGUSint, file obtenida mediante digestion Xhol - Pst\ la banda que 
contiene el elemento ART y la misma se fiisiono al vector PB S-EURGUSint digerido de la 
misma forma, para obtener el plasmido pBS-ARTEGUSint. De este ultimo plasmido se 
obtuvo por digestion Xhol - Kpnl un fragmento de ADN conteniendo el gen GUSint bajo 
las sefiales de los elementos gen6ticos ART y Eureka, que se introdujo en el vector pBPFfltf 

25 digerido de igual forma, para producir el plismido pBPFARTEGUSint (Figura 7C). 

De los plasmidos pBPF ARTGUSint y pBPFARTEGUSint fueron obtenidos, mediante 
digestion conHindlU, los casetes para la expresion del gen GUSint en plantas; estos casetes 
se clonaron en el vector binario pCAMBIA2300, para dar lugar a los plasmidos binarios 
pC-ARTGUSint y pC-ARTEGUSint, respectivamente. 

30 Despues de introducir los pl&smidos binarios obtenidos en la cepa de Agrobacterium 
tumefaciens LBA4404, procedimos a ensayar la funcionalidad del potenciador Eureka en 
experimentos de expresi6n transitoria empleando celulas de tabaco NT1, segun se describi6 
en la seccion (a) de este mismo Ejemplo. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 
3. 
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Tabla 3. Demostracion de la funcionalidad de los elementos geneticos ART y Eureka en 
celulas de tabaco. 



Experimento 


Actividad GUS (pM 4-MU/min/mg proteinas totales) 


Relation 
35SART / 
35S 


Relaci6n 
35SARTE/ 
35S 


Control de 
. celulas 


pC-GUSint 


pC 
ARTGUSint 


pC- 
ARTEGUSint 


I 


1.13+0.27 


4.3910.96 


5.2611.69 


26.313.5 


1.2 


6.0 


n 


1.77+0.58 


6.11±2.45 


12.9212.36 


32.016.1 


2.1 


5.2 


m 


0.69±0.30 


2.46±0.77 


3.9411.14 


13.512.8 


1.6 


5.5 


Media+DS 




1.6310.33 


5.5710.29 



5 Los resultados de la evaluation de la funcionalidad de ART en celulas de tabaco 
demuestran que el intron artificial es correctamente procesado y tiene actividad 
potenciadora de la expresion en c61ulas de plantas dicotiledoneas. Nuestros resultados 
experimentales tambien demuestran el sinergismo positivo sobre los niveles de expresion 
que se obtiene de la interacci6n de los elementos ART y Eureka en la construction 

10 pBPFARTEGUSint, donde se logra superar en mas de 5 veces la capacidad de expresion del 
conocido promotor natural 35 S del CaMV. 

Tambien se prueba que los elementos gen6ticos artificiales que disenamos (ART y Eureka) 
pueden ser foncionalmente insertados entre un promotor cualquiera que sea activo en 
c61ulas de plantas (en este caso el 35S del CaMV) y una secuencia cualquiera de ADN (aqui 

15 el gen GUSint), para incrementar la transcripcion/traduccion de esta ultima, 
c) Funcionalidad de los potenciadores Eureka y ART en celulas de arroz. 
Un grupo de nuevas construcciones fueron realizadas para probar la funcionalidad de 
nuestros potenciadores artificiales en celulas de plantas monocotiledoneas. Inicialmente, el 
fragmento Xhol - Kpnl del plasmido pBPF ARTGUSint, conteniendo el gen uidh (gus) 

20 fosionado en su extreme 5 ' al Exon/Intron ART, foe insertado en el vector pBPFA19-linker 
(Figura 11) digerido con las mismas enzimas de restriction, para formar el plasmido 
pBPFAl 9 ARTGUSint. En este ultimo pl&smido se ha sustituido el exon/intron/exon de la 
actina-1 de arroz, presente en el pBPFA19-linker, por el elemento artificial ART, quedando 
como los otros elementos reguladores de la expresion el promotor quim&ico A19 ( que 

25 consiste en la combinaci6n del potenciador tipo as-l de la octopina sintasa cuatriplicado 
unido al promotor 35S del CaMV (version de 400 pb)) y el terminador de la transcription 
Tnos. 

De la misma forma, la banda Xhol - Kpnl del pl&smido pBS-ARTEGUSint, foe clonada en 
el vector pBPFAl9-linker, para obtener la construcci6n pBPFA19ARTEGUSint. 
30 Adicionabnente, una construction control, pBPFA19GUSint, foe realizada clonando el 
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fragmento GUSint del plasmido pUC-GUSint en el vector pBPFA19-linker digerido con 
Ncol y Sad. Otro plasmido empleado como control fue el pBPFQ-GUSint. 
La evaluation cualitativa de la capacidad de ART y Eureka como potenciadores de la 
expresion g6nica en c61ulas de arroz, se realizo mediante ensayos de expresion transitiva en 

5 callos de la variedad indica Perla. Los callos fueron obtenidos a partir de semillas maduras 
previamente esterilizadas con hipoclorito de sodio y alcohol, y cultivadas por 21 dias en la 
oscuridad en el medio N6-2 ( Sales y vitaminas del medio N6 (Chu C.C; y otros. Scientia 
Sinicl975, 18:659); O.lg/L de mio-inositol; Hidrolizado de caseina 1 g/L; 2,4 D a 2mg/L; 
Sacarosa 30g/L; Fitagel 3g/L, pH 5.7). La transformaci6n se realizo por bombardeo con 

10 microproyectiles; y antes del bombardeo los callos se subcultivaron en el medio N6-2 
suplementado con 0.4 M de manitol para el pre-tratamiento osmotico. Los microproyectiles 
para el bombardeo se preparan empleando particulas esfericas de oro de 1 \xm (BioRad), 
segun protocolo publicado (Russell D.R, Wallace K.M., Bathe J.H., y otros. Plant Cell Rep. 
1993, 12:165-169). La transformation se realiza empleando el sistema PDS-1000/He de 

15 Biorad. Para el disparo se colocan 30 callos en el centro de la placa para ser bombardeados 
con las siguientes condiciones: 1100 psi de presion, 6 cm de distancia y un disparo por 
placa. Despu6s del disparo los callos permanecen en el mismo medio osmotico por 16 horas 
en la oscuridad y a continuation se subcultivan 2 dias en medio N6-2 sin manitol. La 
actividad GUS es revelada con X-Gluc segun el m&odo histoquimico (Jefferson R A. 1988. 

20 Plant reporter genes: the GUS gene fusion system. In: J.K. Setlow (Ed), Genetic 
Engineering. Vol. 10, Plenum Publishing Corporation, p.247-263). La evaluacion se realiza 
con la ayuda de un estereomicroscopio mediante el conteo de los puntos y zonas tenidas de 
azul en cada callo (Figura 12). Los resultados obtenidos despues de 4 experimentos con 3 
replicas se muestran a continuaci6n en la Tabla 4. 

25 

Tabla 4. Demostracion comparativa de la funcionalidad de los elementos ART y Eureka en 
c61ulas de arroz. 



Experimento 


% de callos con zonas y puntos azules 


pBPFQ- 
GUSint 


pBPFA19GUSint 


pA19ARTGUSint 


pAl 9ARTEGUSint 


I 


40 


60 


100 


100 


n 


43 


80 


93 


97 


m 


33 


70 


87 


90 


IV 


27 


83 


93 


90 


MediaiDS 


36i6 


73±8 


93±3 


94+4 
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10 



15 



20 



25 



-30 



Como se puede apreciar, estos resultados experimentales confirman tambten la 
foncionalidad de ART y Eureka como elementos potenciadores de la expresion genica en 
cdlulas de plantas monocotiledoneas. Es importante resaltar que en nuestros ensayos, la 
actividad IME demostrada por el Ex6n/Intr6n/Ex6n artificial ART (pAl 9 ARTGUSint) foe 
superior a la del primer ex6n/intr6n/exon de la actina-1 de arroz (pBPFA19GUSint), siendo 
este ultimo un elemento genetico de reconocida capacidad potenciadora de la expresion 
genica. Adicionalmente, aunque en nuestros experimentos no se observa'una apreciable 
diferencia entre los resultados obtenidos con las construcciones pAl 9 ARTGUSint y 
pA^ARTEGUSint, si observamos la Figura 12 podremos notar que la presencia del 
fragmento Eureka en esta ultima construction aumenta significativamente la expresidn, ya 
que foeron mucho mis grandes e intensas las zonas reveladas por la tincion histoquimica 
con X-Gluc en los callos bombardeados con el pAl9ARTEGUSint. 

A modo de conclusion, con el presente Ejemplo demostramos la foncionalidad de los 
elementos geneticos artificiales ART y Eureka como potenciadores de la expresion genica 
en c&ulas de plantas de cualquier clase. Adicionalmente se demostro que estos elementos 
potenciadores son altamente eficientes e incrementan los niveles de expresion 
independientemente del promotor a que sean fusionados los mismos. Finalmente, tambien 
demostramos que ART y Eureka pueden combinarse para de forma sinergica potenciar aun 
mks la expresion de aquellos genes colocados bajo ellos. 

Nuevamente se demuestra que ART y Eureka pueden ser pueden ser foncionalmente 
insertados entre cualquier promotor activo en celulas de plantas (el A19 por ejemplo) y una 
secuencia cualquiera de ADN (el gen GUSint), para incrementar la transcripti6n/traduccion 
de esta ultima. 

Ejemplo No. 3: Variantes del sistema de expresion PARTE, empleando diferentes 
regiones 5' activadoras dela transcripci6n. 

a) Adicion al promotor PARTE de la region 5' activadora de la transcription del gen actina- 
1 de arroz. 

Para fosionar en cis al promotor PARTE la region 5' activadora de la transcription del gen 
actina-1 de arroz, el plasmido pPARTE foe digerido con las enzimas EcoRI y EcoRV, y en 
el se inserto el fragmento de ADN sint6tico En-Ael (de -43 a -221 a partir del initio de 
transcription del gen actina-1 de arroz; SEQ ID NO: 10) con extremos que ligan con las 
enzimas en cuestion. Asi obtuvimos el plasmido pAlPARTE, el cual se digirio con EcdKV 
y HindJH para insertarle el fragmento de ADN sint6tico En-Ac2 (-226 a -310 a partir del 
initio de transcripci6n del gen actina-1 de arroz; SEQ ID NO: 11) que completa la region 5' 
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activadora del promoter del gen actina-1 de arroz, y obtenemos asi el plasmido pAPARTE 
(Figura 5, Figura 7E) cuya secuencia nucleotidica entre los sitios HindUl y Sacl se muestra 
en la secuencia SEQ ID NO: 12. 

b) Adicion al promoter APARTE de secuencias potenciadoras de la transcripci6n tipo cts-\ . 
5 El plasmido pAlPARTE se digirio con Nrul y Sail y en 61 se insert6 el fragmento sint6tico 

de ADN llamado ASP (SEQ ID NO; 13), que posee sitios cohesivos a las enzimas de 
restricci6n empleadas y codifica para una secuencia potenciadora de la transcripcion tipo 
ay-1, produciendo de esta forma la construcci6n pASPAAlPARTE. Este ultimo plasmido 
foe digerido con Sail, tratado con nucleasa SI y vuelto a digerir con PstI para obtener un 

10 fragmento de ADN de aproximadamente 900 pares de bases que fue clonado en el vector 
pAlPARTE digerido con Nrul y PstI, para finalmente. obtener el plasmido 
pASPAlPARTE, que tiene insertado el potenciador ASP en el sitio Nrul de la region 5 9 
activadora de la transcripcion de la actina-1 de arroz. Mediante digestidn ifcoRV - Xho\ se 
inserto un segundo potenciador ASP al plasmido pASPAlPARTE, para obtener el vector 

15 p2AlPARTE (ver secuencia nucleotidica de este pl&smido entre los sitios Kpnl y Sacl en la 
secuencia SEQ ID NO: 14), Figura 7F. 

Al plasmido pASPAlPARTE, se insert6 el fragmento sintetico En-Ac2, tal y como se hizo 
al plasmido pAlPARTE, y obtuvimos la construction p ASP APARTE a la que un segundo 
potenciador ASP se inserto mediante digestion EcdKV - Sail obteniendose finalmente el 
20 vector p2APARTE (Figura 7G). La secuencia nucleotidica del p2APARTE entre los sitios 
Sail y Sacl se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 15. 

c) Construction del promotor U3 ARTE. 

Inicialmente se amplified mediante reaction en cadena de la polimerasa (PCR), utilizando 
los oligonucleotides cebadores Oli-Ul (SEQ ID NO: 16) y 01i-U2 (SEQ ID NO: 17), un 

25 fragmento de ADN de aproximadamente 395 pb correspondiente a la region de -299 hasta - 
680 a partir del initio de transcripci6n del gen ubiA de maiz). El fragmento amplificado se 
digiri6 con las enzimas Kpril yXhol (sitios ambos incluidos en los cebadores) y clono en el 
vector pBluescript II SK, igualmente procesado, para obtener la construction pBS-Ubil. 
Seguidamente, un fragmento sintetico de ADN (En-U2) que codifica para la region de -680 

30 hasta -855 del gen ubi-l de. maiz ( secuencia SEQ ID NO: 18) file clonado en el vector 
pBS-Ubil digerido con las enzimas Ncol y Kpnl, conformandose la construcci6n pBS-Ubi2 
que contiene la regi6n 5' activadora de la transcription del promotor ubiquitina-1 de maiz 
(de-299 a -855, secuencia SEQ ID NO: 19). 



20 



WO 2004/05897^^ ^^»CT/CU2003/000018 

El fragmento clonado de la regi6n 5' activadora de la transcription del gen ubiquitina-1 de 
maiz, que no contiene las "cajas de choque tennico", fue obtenido del plasmido pBS-Ubi2 
mediante digestion Xhol -Kpnl, e insertado en cis 5' al promotor 2APARTE por digestion 
Sail - Kpnl del vector, para obtener la construction que llamamos pU3ARTE (Figura 6, 
5 Figura 7H). La secuencia del vector pU3 ARTE entre los sitios Kpnl y Sad se muestra en la 
secuencia SEQ ID NO: 20. 
d) Construction del promotor GARTE. 

Para demostrar la plasticidad del objeto de esta invention, decidimos comprobar que la 
fusion al mismo de regiones regulatorias 5' de promotores con respuesta temporal, organo, 

10 o tejido espetifica, le confiere la capacidad de lograr altos niveles de expresi6n con estas 
caracteristicas. Asi, la region 5' regulatoria del gen gluB-1 de arroz que controla la organo- 
especificidad de la expresion de la glutelina, foe fusionada en cis y 5'al promotor PARTE. 
Para esto se sintetiz6 un fragmento de ADN de 214 bases (GLU) que se corresponde con la 
regi6n -31 a -245 a partir del inicio de transcription del gen gluB-1 (SEQ ID NO: 21) y 

15 convenientes sitios de clonaje, para insertarlo en el plasmido pPARTE digerido con EcoRl y 
Xhol, produciendo el vector pGARTE (Figura 8), cuya estructura primaria entre los sitios 
Xhol y Sacl se muestra en la secuencia SEQ ID NO: 22. 

Ejemplo No.4: Funcionalidad de las diferentes variantes del sistema de expresion 
PARTE en celulas de tabaco y arroz. 

20 Para evaluar en celulas de plantas monocotiledoneas y dicotiledoneas los niveles de 
expresion promovidos por cada una de las variantes del promotor objeto de esta invention, 
se elimin6 mediante digestion Smal - Spel el promotor 35 S del CaMV que controla la 
expresion del gen GUSint en el vector binario pC- ARTEGUSint, y en su lugar se inserto el 
fragmento Kpnl I nucleasa SI - Spel de cada una de las constructions pAPARTE, 

25 p2AlPARTE, p2APARTE y pU3ARTE, para produtir los nuevos vectores binaries pC- 
APARTEGUSint, pC-2AlPARTEGUSint, pC-2APARTEGUSint y pC-U3 ARTEGUSint. 
a) Ensayo en tabaco. 

Los vectores binarios pC-AP ARTEGUSint, pC-2AlPARTEGUSint, pC-2AP ARTEGUSint 
y pC-U3ARTEGUSint foeron introducidos a celulas de A. tumefaciens para realizar 
30 experimentos de expresi6n transiente en celulas de tabaco NT1, segun se describio en la 
seccion (a) del Ejemplo No.2. Como plasmido control se empleo el pC-GUSint donde la 
expresion del gengr/s esta bajo el control del promotor 35S del CaMV (version de 1.3 Kb) y 
el terminador Tnos. Los experimentos se realizaron por duplicado (con cinco replicas para 
cada tratamiento) y los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla: 



21 



WO 2004/05897! 




'CT/CU2003/000018 



Tabla 5. Funcionalidad de las diferentes variantes del sistema de expresion PARTE en 
celulas de tabaco. 





Actividad Gl 


rS(pM4-MI 


J/min/mg proteinas totales) 


Experimento 


Control de 
c61ulas 


pC-GUSint 


pC- 
APARTE 
GUSint 


pC- 
2A1PARTE 
GUSint 


pC- 
2APARTE 
GUSint 


pC- 
U3ARTE 
GUSint 


I 


0.46±0.37 


3.55±1.23 


4.89±1.67 


23.1±6.9 


28.4±5.8 


29.2±6.1 


n 


1.30±0.81 


7.02+2.78 


6.63±4.26 


24.7±4.2 


21.0±4.3 


32.6±9.0 



5 Es evidente que nuestros resultados corroboran la funcionalidad de las diferentes variantes 
promotoras del objeto de esta invenci6n, mostrando ademas que es posible modular la 
actividad del mismo en dependencia de las regiones 5' activadoras de la transcripcion que 
sean fusionadas a PARTE. Es de resaltar que con nuestras construcciones geneticas 
logramos en celulas de plantas dicotiledoneas niveles de expresion superiores a los 
10 alcanzados por el promotor natural 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor. 
b) Ensayo en arroz. 

Los vectores binarios pC-APARTEGUSint, pC-2AlPARTEGUSint, pC-2APARTEGUSint 
y pC-U3ARTEGUSint fueron bombardeados a callos de arroz segun se describio en la 
section (c) del Ejemplo No. 2, para evaluar la actividad de los diferentes promotores 

15 PARTE en c61ulas de plantas monocotiledoneas mediante ensayos de expresion transiente. 
Como plismido control se empleo el pActl-F (McElroy D; Zhang W; Cao J; Wu R Plant 
Cell 1990, 2:163-171) donde la expresion del gen gus esta bajo el control del promotor del 
gen actina-1 de arroz y el terminador Tnos. De este pldsmido se extrajo el casete de 
expresi6n mediante digestion Kpnl - Xbal y se inserto en el pl&smido binario 

20 pCAMBIA2300 digerido con estas mismas enzimas, para producir el vector pC-ActlF. 

Los experimentos de bombardeo se realizaron por triplicado con 3 replicas para cada 
construccion a evaluar. Los resultados obtenidos se muestran el la siguiente tabla: 

Tabla 6. Funcionalidad de diferentes variantes del sistema de expresion PARTE en celulas de arroz. 
25 



Experimento 


% de callos con zonas y puntos azules 


pC- 
ActlF 


pC- 
APARTE 
GUSint 


pC- 
2 Al PARTE 

GUSint. 


pC- 
2APARTE 
GUSint 


pC- 
U3ARTE 
GUSint. 


I 


67 


73 


92 


100 


100 


n 


63 


88 


95 


91 


92 


m 


81 


85 


90 


87 


100 


Media±DS 


70±4 


82+6 


92±2 


93±5 


97±4 
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Los resultados que muestra la tabla anterior certifican la funcionalidad de las diferentes 
variantes del promotor PARTE en c61ulas de plantas monocotiledoneas, lograndose con 
ellas niveles de expresi6n superiores al promotor natural del gen actina-1 de arroz. Asi, se 
corrobora la utilidad del objeto de la presente invention como herramienta genetica util para 
5 lograr en celulas de plantas de cualquier clase altos niveles de expresion de cualquier 
secuencia de ADN colocada en cis bajo su control, 
c) Ensayo en semillas de arroz. 

Para evaluar la tejido especificidad del promotor GARTE en endospermos de semillas de 
arroz, el fragmento Sail I Klenow - Pstl de aproximadamente 2.5 Kb del vector 
10 pBPFARTEGUSint, que contiene el fragmento Eureka fusionado al gen GUSint con el 
terminador nos (Tnos), se clon6 en el vector pGARTE digerido con Xbal I Klenow - Pstl 
para formar la construcci6n pGARTEGUSint. 

Tambien se construy6 un pldsmido control sustituyendo el promotor GARTE en el 
pGARTEGUSint, mediante digesti6n Xhol - Ncol, por un promotor altamente eficiente en 
15 el endospermo de semillas como el promotor del gen de la glutelina B-l de arroz, obtenido 
del plasmido pGEM-T-GluB-lprom por digesti6n Sail - NcdL Asi se obtuvo el 
pGluGUSint 

Las evaluaciones del promotor GARTE en comparacion con el GluB-1, se realizaron segun 
Y-S. Hwang ( Hwang Y-S; McCullar Cass; Huang N. Plant Science. 2001, 161: 1 107-1 1 16) 

20 mediante el bombardeo de endospermos inmaduros ( 8-9 dias despues de la polinizacion) 
aislados de los cariopsis de las espigas de la variedad de arroz indica Perla cultivada en 
invernadero. El ensayo fluorometrico para determinar la actividad GUS en los endospermos 
fue realizado segun Jefferson (Jefferson RA. 1988. Plant reporter genes: the GUS gene 
fusion system. In: J.K. Setlow (Ed), Genetic Engineering. Vol.10, Plenum Publishing 

25 Corporation, p.247-263) 24 horas despues del bombardeo con microparticulas de oro 
recubiertas con el ADN de los plasmidos a evaluar. Los resultados de la actividad GUS 
obtenidos en dos experimentos independientes con 5 r6plicas cada uno se muestran en la 
Tabla 7. 

Tabla 7. Funcionalidad del promotor GARTE en endospermo de semillas de arroz. 
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Experimento 


Actividad GUS (pM 4-MU 


7hr/mg proteinas totales) 


Relation 
GARTE/GluB-1 


pGluGUSint 


pGARTEGUSint 


I 


34±9 


79±22 


2.3 


n 


27±5 


52±13 


1.9 
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Estos resultados confirman que el promoter quimerico GARTE basado en los elementos 
artificiales disenados por nosotros es altamente eficiente para expresar genes en el 
endospermo de semillas; ya que aunque la secuencia GLU insertada en el promotor GARTE 
es capaz de conferir especificidad a la expresi6n, ella por si sola no garantiza altos niveles 
5 de la misma porque estos van a depender ademas de otros elementos constituyentes del 
promotor en cuestion ( Takaiwa F; Yamanouchi U; Yoshihara T; Washida H; Tanabe F; 
Kato A; Yamada K. Plant Mol Biol. 1996, 30: 1207-1221). 

M&s aun, los datos mostrados reafirman que la insertion de secuencias reguladoras corriente 
arriba al elemento objeto de esta invencion permite que el mismo sea empleado para 

10 conducir eficientemente la expresion de cualquier secuencia de ADN de forma temporal, 
organo o tejido especifica. Es obvio para alguien con conocimientos en biologia molecular 
de plantas, que las secuencias regulatorias del promotor GluB-1 insertadas en el promotor 
GARTE, pueden ser exitosamente sustituidas por secuencias reguladoras que respondan a 
estres biotico como por ejemplo el ataque de patogenos, abioticos como heridas, 

15 temperaturas, salinidad, sequia, o a la presencia de determinadas sustancias quimicas, o a 
estreses oxidativos, o a diferentes estadios de desarrollo de los organos y tejidos de la 
planta, etc. 

Es evidente ademas, que las secuencias de ADN clonadas bajo las senales reguladoras 
objeto de esta invenci6n pueden ser introducidas en c&ulas vegetales e insertadas 

20 establemente en ellas mediante conocidos metodos biologicos o fisico-quimicos de 
transformation, y que a partir de estas c61ulas modificadas gen6ticamente es posible 
regenerar plantas fertiles en las cuales las secuencias de ADN de inter6s se expresarin 
convenientemente segun la variante de promotor que hayamos fiisionado a ella. Asi, la 
presente invencion revela su potencialidad para contribuir a la produccion de plantas 

25 transg&iicas con mayores niveles de resistencia a plagas, enfermedades, estreses de 
diferentes tipos, mayores rendimientos agricolas, o altamente eficientes en producir 
compuestos de uso medico o industrial, entre otros. 
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LISTA DE SECUENCIAS 

<110> Centro de Ingenieria Genetica y Biotecnologia 

5 <120> Promotor artificial para la expresion de secuencias de 
ADN en celulas vegetales . 

<130> Promotor artificial 

10 <140> 0000 

<141> 2002-11-18 

<160> 22 

15 <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 86 
<212> ADN 
20 <213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Potenciador traduccional Eureka. 

25 

<400> 1 

gaaacaaatt gaacatcatt ctatcaatac aacacaaaca caacacaact caatcattta 60 
tttgacaaca caactaaaca accatg 86 

<210> 2 
<211> 198 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico P35AcU. 

40 <400> 2 

gaattctata tataggaagt tcatttcatt tggagccccc caaccctacc accaccacca 60 
ccaccacctc ctccttcaca caacacacac acaacagatc tcccccatcc tccctcccgt 120 
cgcgccgcgc aacacctggt aagatggctg tgcgctcaga tatatatagt gatatgcact 180 
acaaagatca taactagt 198 

45 

<210> 3 
<211> 231 
<212> ADN 
50 <213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Descripci6n de la. Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico I-U/Ac. 

55 

<400> 3 

ctagaccgcc gcctcccccc ccccccctct ctaccttctc tctttctttc tccgtttttt 60 
ttttccgtct cgtctcgatc tttggccttg gtagtttggg ggcgagaggc ggcttcgtcg 120 
cccagatcgg tgcgcgtttt tttatttgga ggggcgggat ctcgcggctg ggtctcggcg 180 
60 tgcggccgga ttctcgcggg gaatggggct ctcggatgtg gatccgagct c 231 
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10 



<210> 4 
<211> 255 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico I-Ac/U. 



<400> 4 

gatctgatcc gccgttgttg ggggagatat ggggcgttta aaatttcgcc atgctaaaca 60 

agatcaggaa gaggggaaaa gggcactatg gtttaatttt tatatatttc tgctgctgct 120 

cgtcaggatt agatgtgctt gatctttctt tcttcttttt gtgggtagaa tttgaatccc 180 

15 tcagcattgt tcatcggtag tttttctttt gtcgatgctc accctgttgt ttggtgtttt 240 

tatactagtg agctc 255 



<210> 5 
20 <211> 93 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

25 <223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico IniT. 

<400> 5 

ctagtggcta tcctgacacg gtctctttgt caaatatctc tgtgtgcagg tataactgca 60 
30 ggaaacaaca acaataacca tggtctagag etc 93 



<210> 6 
<211> 692 
35 <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: 
40 Exon/Intron/Exon artificial ART. 

<400> 6 

accaccacca ccaccaccac ctcctccttc acacaacaca cacacaacag atctccccca 60 

tcctccctcc cgtcgcgccg cgcaacacct ggtaagatgg ctgtgcgctc agatatatat 120 

45 agtgatatgc actacaaaga tcataactag accgccgcct cccccccccc ccctctctac 180 

cttctctctt tctttctccg tttttttttt ccgtctcgtc tcgatctttg gecttggtag 240 

tttgggggcg agaggegget tcgtcgccca gatcggtgcg cgttttttta tttggagggg 300 

egggatcteg cggctgggtc tcggcgtgcg geeggattet cgcggggaat ggggctctcg 360 

gatgtggatc tgatccgccg ttgttggggg agatatgggg cgtttaaaat ttcgccatgc 420 

50 taaacaagat caggaagagg ggaaaagggc actatggttt aatttttata tatttctget 480 

gctgctcgtc aggattagat gtgettgate tttctttctt ctttttgtgg gtagaatttg 540 

aatccctcag cattgttcat cggtagtttt tcttttgtcg atgctcaccc tgttgtttgg 600 

tgtttttata ctagtggcta tcctgacacg gtctctttgt caaatatctc tgtgtgcagg 660 
tataactgca ggaaacaaca acaataacca tg 692 

55 ~ ~ .. .. 

<210> 7 
<211> 750 
<212> ADN 
60 <213> Secuencia Artificial 

<220> 
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<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del vector pBS-ART entre los sitios EcoRI y Sad. 

<400> 7 

5 gaattctata tataggaagt tcatttcatt tggagccccc caaccctacc accaccacca 60 

ccaccacctc ctccttcaca caacacacac acaacagatc tcccccatcc tccctcccgt 120 

cgcgccgcgc aacacctggt aagatggctg tgcgctcaga tatatatagt gatatgcact 180 

acaaagatca taactagacc gccgcctccc cccccccccc tctctacctt ctctctttct 240 

ttctccgttt tttttttccg tctcgtctcg atctttggcc ttggtagttt gggggcgaga 300 

10 ggcggcttcg tcgcccagat cggtgcgcgt ttttttattt ggaggggcgg gatctcgcgg 360 

ctgggtctcg gcgtgcggcc ggattctcgc ggggaatggg gctctcggat gtggatctga 420 

tccgccgttg ttgggggaga tatggggcgt ttaaaatttc gccatgctaa acaagatcag 480 

gaagagggga aaagggcact atggtttaat ttttatatat ttctgctgct gctcgtcagg 540 

attagatgtg cttgatcttt ctttcttctt tttgtgggta gaatttgaat ccctcagcat 600 

15 tgttcatcgg tagtttttct tttgtcgatg ctcaccctgt tgtttggtgt ttttatacta 660 

gtggctatcc tgacacggtc tctttgtcaa atatctctgt gtgcaggtat aactgcagga 720 

aacaacaaca ataaccatgg tctagagctc 750 



20 <210> 8 

<211> 757 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



25 <220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: 
Exon/Intron/Exon artificial ARTE. 



<400> 8 

30 accaccacca ccaccaccac ctcctccttc acacaacaca cacacaacag atctccccca 60 

tcctccctcc cgtcgcgccg cgcaacacct ggtaagatgg ctgtgcgctc agatatatat 120 

agtgatatgc actacaaaga tcataactag accgccgcct cccccccccc ccctctctac 18 0 

cttctctctt tctttctccg tttttttttt ccgtctcgtc tcgatctttg gccttggtag 240 

tttgggggcg agaggcggct tcgtcgccca gatcggtgcg cgttttttta tttggagggg 300 

35 cgggatctcg cggctgggtc tcggcgtgcg gccggattct cgcggggaat ggggctctcg 360 

gatgtggatc tgatccgccg ttgttggggg agatatgggg cgtttaaaat ttcgccatgc 420 

taaacaagat caggaagagg ggaaaagggc actatggttt aatttttata tatttctgct 480 

gctgctcgtc aggattagat gtgcttgatc tttctttctt ctttttgtgg gtagaatttg 540 

aatccctcag cattgttcat cggtagtttt tcttttgtcg atgctcaccc tgttgtttgg 600 

40 tgtttttata ctagtggcta tcctgacacg gtctctttgt caaatatctc tgtgtgcagg 660 

tataactgca ggaaacaaat tgaacatcat tctatcaata caacacaaac acaacacaac 720 
tcaatcattt atttgacaac acaactaaac aaccatg 757 



45 <210> 9 

<211> 815 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



50 <220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del vector p PARTE entre los sitios EcoRI y Sacl. 



<400> 9 

55 gaattctata tataggaagt tcatttcatt 
ccaccacctc ctccttcaca caacacacac 
cgcgccgcgc aacacctggt aagatggctg 
acaaagatca taactagacc gccgcctccc 
ttctccgttt tttttttccg tctcgtctcg 

60 ggcggcttcg tcgcccagat cggtgcgcgt 
ctgggtctcg gcgtgcggcc ggattctcgc 
tccgccgttg ttgggggaga tatggggcgt 



tggagccccc caaccctacc accaccacca 60 

acaacagatc tcccccatcc tccctcccgt 120 

tgcgctcaga tatatatagt gatatgcact 180 

cccccccccc tctctacctt ctctctttct 240 

atctttggcc ttggtagttt gggggcgaga 300 

ttttttattt ggaggggcgg gatctcgcgg 360 

ggggaatggg gctctcggat gtggatctga 420 

ttaaaatttc gccatgctaa acaagatcag 480 
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gaagagggga 
attagatgtg 
tgttcatcgg 
gtggctatcc 
aacaaattga 
tgacaacaca 



aaagggcact 
cttgatcttt 
tagtttttct 
tgacacggtc 
acatcattct 
actaaacaac 



atggtttaat 
ctttcttctt 
tttgtcgatg 
tctttgtcaa 
atcaatacaa 
catggtctag 



ttttatatat 
tttgtgggta 
ctcaccctgt 
atatctctgt 
cacaaacaca 
agctc 



ttctgctgct 
gaatttgaat 
tgtttggtgt 
gtgcaggtat 
acacaactca 



gctcgtcagg 540 
ccctcagcat 600 
ttttatacta 660 
aactgcagga 720 
atcatttatt 780 
815 



<210> 10 
10 <211> 184 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

15 <223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico En-Acl. 

<400> 10 

atcaccgtga gttgtccgca ccaccgcacg tctcgcagcc aaaaaaaaaa aaagaaagaa 60 

20 aaaaaagaaa aagaaaaaac agcaggtggg tccgggtcgt gggggccgga aaagcgagga 120 

ggatcgcgag cagcgacgag gccggccctc cctccgcttc caaagaaacg ccccccatca 180 
attc 184 



25 <210> 11 
<211> 94 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
30 <220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico En-Ac2. 

<400> 11 

35 aagcttgata tccatagcaa gcccagccca acccaaccca acccaaccca ccccagtgca 60 
gccaactggc aaatagtctc cacaccccgg cact 94 



<210> 12 
40 <211> 1087 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



45 



50 



55" 



60 



<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del vector pAPARTE entre los sitios Hindlll y Sad. 



<400> 12 

aagcttgata 

gccaactggc 

cacgtctcgc 

tgggtccggg 

cctccctccg 

tttggagccc 

acacaacaga 

tgtgcgctca 

cccccccccc 

cgatctttgg 

gtttttttat 

gcggggaatg 

gtttaaaatt 

atttttatat 



tccatagcaa 
aaatagtctc 
agccaaaaaa 
tcgtgggggc 
cttccaaaga 
cccaacccta 
tctcccccat 
gatatatata 
cctctctacc 
ccttggtagt 
ttggaggggc 
gggctctcgg 
tcgccatgct 
atttctgctg 



gcccagccca 
cacaccccgg 
aaaaaaagaa 
cggaaaagcg 
aacgcccccc 
ccaccaccac 
cctccctccc 
gtgatatgca 
ttctctcttt 
ttgggggcga 
gggatctcgc 
atgtggatct 
aaacaagatc 
ctgctcgtca 



acccaaccca 
cactatcacc 
agaaaaaaaa 
aggaggatcg, 
atcaattcta 
caccaccacc 
gtcgcgccgc' 
ctacaaagat 
ctttctccgt 
gaggcggctt 
ggctgggtct 
gatccgccgt 
aggaagaggg 
ggattagatg 



acccaaccca 
gtgagttgtc 
gaaaaagaaa 
cgagcagcga 
tatataggaa 
tcctccttca 
gcaacacctg 
cataactaga 
tttttttttc 
cgtcgcccag 
cggcgtgcgg 
tgttggggga 
gaaaagggca 
tgcttgatct 



ccccagtgca 60 
cgcaccaccg 120 
aaacagcagg 180 
cgaggccggc 240 
gttcatttca 300 
cacaacacac. 360 
gtaagatgcjc 420 
ccgccgcctc 480 
cgtctcgtct 540 
atcggtgcgc 600 
ccggattctc 660 
gatatggggc 720 
ctatggttta 78 0 
ttctttcttc 840 
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tttttgtggg tagaatttga atccctcagc attgttcatc ggtagttttt cttttgtcga 900 

tgctcaccct gttgtttggt gtttttatac tagtggctat cctgacacgg tctctttgtc 960 

aaatatctct gtgtgcaggt ataactgcag gaaacaaatt gaacatcatt ctatcaatac 1020 

aacacaaaca caacacaact caatcattta tttgacaaca caactaaaca accatggtct 1080 
agagctc 1087 



<210> 13 
<211> 31 
10 <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



15 



<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico ASP. 



20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



<400> 13 

gtcgactgac gcttcgaatg acgcacatgc c 



<210> 14 
<211> 1065 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



31 



<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del vector p2AlPARTE entre los sitios Kpnl y 



SacI . 



<400> 14 . 

ggtaccgggc 

tccgcaccac 

aaaaacagca 

tcgaatgacg 

cgccccccat 

accaccacca 

tccctcccgt 

gatatgcact 

ctctctttct 

gggggcgaga 

gatctcgcgg 

gtggatctga 

acaagatcag 



cccccctcga 
cgcacgtctc 
ggtgggtccg 
cacatgcccg 
caattctata 
ccaccacctc 
cgcgccgcgc 
acaaagatca 
ttctccgttt 
ggcggcttcg 
ctgggtctcg 
tccgccgttg 
gaagagggga 



ctgacgcttc 
gcagccaaaa 
ggtcgtgggg 
agcagcgacg 
tataggaagt 
ctccttcaca 
aacacctggt 
taactagacc 
tttttttccg 
tcgcccagat 
gcgtgcggcc 
ttgggggaga 
aaagggcact 



gaatgacgca 
aaaaaaaaag 
gccggaaaag 
aggccggccc 
tcatttcatt 
caacacacac 
aagatggctg 
gccgcctccc 
tctcgtctcg 
cggtgcgcgt 
ggattctcgc 
tatggggcgt 
atggtttaat 



catgccatca 
aaagaaaaaa 
cgaggaggat 
tccctccgct 
tggagccccc 
acaacagatc 
tgcgctcaga 
cccccccccc 
atctttggcc 
ttttttattt 
ggggaatggg 
ttaaaatttc 
ttttatatat 



ccgtgagttg 60 
aagaaaaaga 120 
cgctgacgct 180 
tccaaagaaa 240 
caaccctacc 300 
tcccccatcc 360 
tatatatagt 420 
tctctacctt 48 0 
ttggtagttt 540 
ggaggggcgg 600 
gctctcggat 660 
gccatgctaa 720 
ttctgctgct 780 



gctcgtcagg attagatgtg cttgatcttt ctttcttctt tttgtgggta gaatttgaat 840 

ccctcagcat tgttcatcgg tagtttttct tttgtcgatg ctcaccctgt tgtttggtgt 900 

ttttatacta gtggctatcc tgacacggtc tctttgtcaa atatctctgt gtgcaggtat 960 

aactgcagga aacaaattga acatcattct atcaatacaa cacaaacaca acacaactca 1020 

atcatttatt tgacaacaca actaaacaac catggtctag agctc 1065 



55' 



<210> 15 
<211> 1135 

<212> ADN . . 

<213> Secuencia Artificial 



60 



<220> 

<223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del vector p2APARTE entre los sitios Sail y SacI. 

<400> 15 

gtcgactgac gcttcgaatg acgcacatgc catccatagc aagcccagcc caacccaacc 60 
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10 



15 



20 



25 



30 



caacccaacc 
ccgtgagttg 
aagaaaaaga 
cgctgacgct 
tccaaagaaa 
caaccctacc 
tcccccatcc 
tatatatagt 
tctctacctt 
ttggtagttt 
ggaggggcgg 
gctctcggat 
gccatgctaa 
ttctgctgct 
gaatttgaat 
tgtttggtgt 
gtgcaggtat 
acacaactca 



caccccagtg 
tccgcaccac 
aaaaacagca 
tcgaatgacg 
cgccccccat 
accaccacca 
tccctcccgt 
gatatgcact 
ctctctttct 
gggggcgaga 
gatctcgcgg 
gtggatctga 
acaagatcag 
gctcgtcagg 
ccctcagcat 
ttttatacta 
aactgcagga 
atcatttatt 



cagccaactg 
cgcacgtctc 
ggtgggtccg 
cacatgcccg 
caattctata 
ccaccacctc 
cgcgccgcgc 
acaaagatca 
ttctccgttt 
ggcggcttcg 
ctgggtctcg 
tccgccgttg 
gaagagggga 
attagatgtg 
tgttcatcgg 
gtggctatcc 
aacaaattga 
tgacaacaca 



gcaaatagtc 
gcagccaaaa 
ggtcgtgggg 
agcagcgacg 
tataggaagt 
ctccttcaca 
aacacctggt 
taactagacc 
tttttttccg 
tcgcccagat 
gcgtgcggcc 
ttgggggaga 
aaagggcact 
cttgatcttt 
tagtttttct 
tgacacggtc 
acatcattct 
actaaacaac 



tccacacccc 
aaaaaaaaag 
gccggaaaag 
aggccggccc 
tcatttcatt 
caacacacac* 
aagatggctg 
gccgcctccc 
tctcgtctcg 
cggtgcgcgt 
ggattctcgc 
tatggggcgt 
atggtttaat 
ctttcttctt 
tttgtcgatg 
tctttgtcaa 
atcaatacaa 
catggtctag 



ggcactatca 
aaagaaaaaa 
cgaggaggat 
tccctccgct 
tggagccccc 
acaacagatc 
tgcgctcaga 
cccccccccc 
atctttggcc 
ttttttattt 
ggggaatggg 
ttaaaatttc 
ttttatatat 
tttgtgggta 
ctcaccctgt 
atatctctgt 
cacaaacaca 
agctc 



<210> 16 
<211> 31 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 
<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Oligonucleotide cebador Oli-Ul. 

<400> 16 

gaaggtaccg ccatggtcta aaggacaatt g 



120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1135 
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<210> 17 
35 <211> 27 
. <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

40 <223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Oligonucleotide cebador 01i-U2. 



45 



<400> 17 

ctcctcgagg gcgtttaaca ggctggc 



27 



50 



<210> 18 
<211> 186 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



55 



<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
Fragmento sintetico En-U2. 

<400> 18 

ggtaccgagc attgcatgtc taagttataa aaaattacca catatttttt ttgtcacact 
tgtttgaagt gcagtttatc tatctttata catatattta aactttactc tacgaataat 



60 
120 



ataatctata gtacaacaat aatatcagtg ttttagagaa tcatataaat gaacagttag 180 



60 acatgg 



186 
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<210> 19 
<211> 563 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



10 



15 



20 



<220> " 

<223> Descripcidn de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del activador trans cripcional derivado del gen 
ubiquitina-1 de maiz (region -299 a -855) . 



<400> 19 

ggtaccgagc attgcatgtc taagttataa aaaattacca catatttttt 
tgtttgaagt gcagtttatc tatctttata catatattta aactttactc 
ataatctata gtacaacaat aatatcagtg ttttagagaa tcatataaat 
acatggtcta aaggacaatt gagtattttg acaacaggac tctacagttt 
gtgtgcatgt gttctccttt ttttttgcaa atagcttcac ctatataata 
tttattagta catccattta gggtttaggg ttaatggttt ttatagacta 
tacatctatt ttattctatt ttagcctcta aattaagaaa actaaaactc 
tttttattta ataatttaga tataaaatag aataaaataa agtgactaaa 
atacccttta agaaattaaa aaaactaagg aaacattttt cttgtttcga 
ccagcctgtt aaacgccctc gac 



ttgtcacact 60 
tacgaataat 120 
gaacagttag 180 
tatcttttta 240 
cttcatccat 300 
atttttttag 360 
tattttagtt 420 
aattaaacaa 480 
gtagataatg 540 
563 



<210> 20 
25 <211> 1692 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



<220> 

30 <223> Descripci6n de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del vector pU3ARTE entre los sitios Kpnl y Sacl. 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



<400> 20 

ggtaccgagc 

tgtttgaagt 

ataatctata 

acatggtcta 

gtgtgcatgt 

tttattagta 

tacatctatt 

tttttattta 

atacccttta 

ccagcctgtt 

cccagcccaa 

acaccccggc 

aaaaaagaaa 

ggaaaagcga 

ccggccctcc 

tttcatttgg 

cacacacaca 

atggctgtgc 

gcctcccccc 

cgtctcgatc 

tgcgcgtttt 

ttctcgcggg 

ggggcgttta 

gtttaatttt 

tcttcttttt 

gtcgatgctc 

ttgtcaaata 

aatacaacac 

ggtctagagc 



attgcatgtc 
gcagtttatc 
gtacaacaat 
aaggacaatt 
gttctccttt 
catccattta 
ttattctatt 
ataatttaga 
agaaattaaa 
aaacgccctc 
cccaacccaa 
actatcaccg 
gaaaaaaaag 
ggaggatcgc 
ctccgcttcc 
agccccccaa 
acagatctcc 
gctcagatat 
ccccccctct 
tttggccttg 
tttatttgga 
gaatggggct 
aaatttcgcc 
tatatatttc 
gtgggtagaa 
accctgttgt 
tctctgtgtg 
aaacacaaca 
tc 



taagttataa 
tatctttata 
aatatcagtg 
gagtattttg 
ttttttgcaa 
gggtttaggg 
ttagcctcta 
tataaaatag 
aaaactaagg 
gactgacgct 
cccaacccac 
tgagttgtcc 
aaaaagaaaa 
tgacgcttcg 
aaagaaacgc 
ccctaccacc 
cccatcctcc 
atatagtgat 
ctaccttctc 
gtagtttggg 
ggggcgggat 
ctcggatgtg 
atgctaaaca 
tgctgctgct 
tttgaatccc 
ttggtgtttt 
caggtataac 
caactcaatc 



aaaattacca 
catatattta 
ttttagagaa 
acaacaggac 
atagcttcac 
ttaatggttt 
aattaagaaa 
aataaaataa 
aaacattttt 
tcgaatgacg 
cccagtgcag 
gcaccaccgc 
aacagcaggt 
aatgacgcac 
cccccatcaa 
accaccacca 
ctcccgtcgc 
atgcactaca 
tctttctttc 
ggcgagaggc 
ctcgcggctg 
gatctgatcc 
agatcaggaa 
cgtcaggatt 
tcagcattgt 
tatactagtg 
tgcaggaaac 
atttatttga 



catatttttt 
aactttactc 
tcatataaat 
tctacagttt 
ctatataata 
ttatagacta 
actaaaactc 
agtgactaaa 
cttgtttcga 
cacatgccat 
ccaactggca 
acgtctcgca 
gggtccgggt 
atgcccgagc 
ttctatatat 
ccacctcctc 
gccgcgcaac 
aagatcataa 
tccgtttttt 
ggcttcgtcg 
ggtctcggcg 
gccgttgttg 
gaggggaaaa 
agatgtgctt 
tcatcggtag 
gctatcctga 
aaattgaaca 
caacacaact 



ttgtcacact 
tacgaataat 
gaacagttag 
tatcttttta 
cttcatccat 
atttttttag 
tattttagtt 
aattaaacaa 
gtagataatg 
ccatagcaag 
aatagtctcc 
gccaaaaaaa 
cgtgggggcc 
agcgacgagg 
aggaagttca 
cttcacacaa 
acctggtaag 
ctagaccgcc 
ttttccgtct 
cccagatcgg 
tgcggccgga 
ggggagatat 
gggcactatg 
gatctttctt 
tttttctttt 
cacggtctct 
tcattctatc 
aaacaaccat 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1080 

1140 

1200 

1260 

1320 

1380 

1440 

1500 

1560 

1620 

1680 

1692 
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<210> 21 
<211> 223 
5 <212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 

<220> 

<223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 
10 Fragmento sintetico GLU. 

<400> 21 

ctcgagatac atattaagag tatggacaga catttcttta acaaactcca tttgtattac 60 

tccaaaagca ccagaagttt gtcatggctg agtcatgaaa tgtatagttc aatcttgcaa 120 

15 agttgccttt ccttttgtac tgtgttttaa cactacaagc catatattgt ctgtacgtgc 18 0 

aacaaactat atcaccatgt atcccaagat gcttttttaa ttc 223 



<210> 22 
20 <211> 1032 
<212> ADN 

<213> Secuencia Artificial 



<220> 

25 <223> Descripcion de la Secuencia Artificial: 

Secuencia del vector pGARTE entre los sitios Xhol y 



SacI . 



30 



35 



40 



45 



<400> 22 

ctcgagatac 

tccaaaagca 

agttgccttt 

aacaaactat 

tttcatttgg 

cacacacaca 

atggctgtgc 

gcctcccccc 

cgtctcgatc 

tgcgcgtttt 

ttctcgcggg 

ggggcgttta 

gtttaatttt 

tcttcttttt 

gtcgatgctc 

ttgtcaaata 

aatacaacac 

ggtctagagc 



atattaagag 
ccagaagttt 
ccttttgtac 
atcaccatgt 
agccccccaa 
acagatctcc 
gctcagatat 
ccccccctct 
tttggccttg 
tttatttgga 
gaatggggct 
aaatttcgcc 
tatatatttc 
gtgggtagaa 
accctgttgt 
tctctgtgtg 
aaacacaaca 
tc 



tatggacaga 
gtcatggctg 
tgtgttttaa 
atcccaagat 
ccctaccacc 
cccatcctcc 
atatagtgat 
ctaccttctc 
gtagtttggg 
ggggcgggat 
ctcggatgtg 
atgctaaaca 
tgctgctgct 
tttgaatccc 
ttggtgtttt 
caggtataac 
caactcaatc 



catttcttta 
agtcatgaaa 
cactacaagc 
gcttttttaa 
accaccacca 
ctcccgtcgc 
atgcactaca 
tctttctttc 
ggcgagaggc 
ctcgcggctg 
gatctgatcc 
agatcaggaa 
cgtcaggatt 
tcagcattgt 
tatactagtg 
tgcaggaaac 
atttatttga 



acaaactcca 
tgtatagttc 
catatattgt 
ttctatatat 
ccacctcctc 
gccgcgcaac 
aagatcataa 
tccgtttttt 
ggcttcgtcg 
ggtctcggcg 
gccgttgttg 
gaggggaaaa 
agatgtgctt 
tcatcggtag 
gctatcctga 
aaattgaaca 
caacacaact 



tttgtattac 
aatcttgcaa 
ctgtacgtgc 
aggaagttca 
cttcacacaa 
acctggtaag 
ctagaccgcc 
ttttccgtct 
cccagatcgg 
tgcggccgga 
ggggagatat 
gggcactatg 
gatctttctt 
tttttctttt 
cacggtctct 
tcattctatc 
aaacaaccat 



60 

120 

180 

240 

300 

360 

420 

480 

540 

600 

660 

720 

780 

840 

900 

960 

1020 

1032 
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REIVINDICACIONES 

1) Un promotor artificial caracterizado porque es una molecula de ADN recombinante que 
promueve en celulas vegetales la expresion de cualquier secuencia de ADN fusionada a su 

5 extremo 3 \ y que se compone de: 

a) un elemento 5' regulador de la transcription seguido de, 

b) un nucleo promotor artificial que comprende una caja TATA, una secuencia nucleotidica 
con un contenido de GC menor de 64% y un sitio de initiation de la transcription, que en 
su3' seunea, 

10 c) una secuencia nucleotidica sintetica transcribible y no tradutible, conformada por un 
primer Exon quimerico, un Intr6n artificial capaz de potenciar en celulas vegetales la 
expresion de los genes fusionados a 61, y un segundo Exon quimerico con propiedades 
potenciadoras de la traduction de cualquier gen insertado a continuation del mismo. 

2) Un promotor artificial caracterizado porque es una molecula de ADN recombinante 
15 segun la reivindicacion 1 donde el elemento 5' regulador de la transcription es artificial. 

3) Un promotor artificial caracterizado porque es una molecula de ADN recombinante 
segun la reivindicacion 1 donde el elemento 5* regulador de la transcription es homologo a 
una secuencia de ADN que de forma natural estimula y/o regula la expresion g6nica en 
celulas de plantas. 

20 4) Un promotor artificial segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el elemento 5'. 
regulador de la transcription proviene del gen actina-1 de arroz. 

5) Un promotor artificial segun la reivindicacion 4, donde el elemento 5' regulador de la 
transcription comprende un fragmento de la regi6n de -43 a -310 a partir del initio de 
transcription del gen actina-1 de arroz. 
25 6) Un promotor artificial segun la reivindicacion 5 cuya secuencia nucleotidica del elemento 
5' regulador de la transcription se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 10 6 con un 
fragment© de ella. 

7) Un promotor artificial segiin la reivindicacion 5, cuya secuencia nucleotidica del 
elemento 5' regulador de la transcripci6n se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 116 

30 con un fragmento de ella. 

8) Un promotor artificial segun la reivindicacion 3, caracterizado porque el elemento 5' 
regulador de la transcripci6n proviene del gen ubiquitina-1 de maiz. 
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9) Un promoter artificial segun la reivindicaci6n 8, donde el elemento 5' regulador de la 
transcripci6n comprende un fragmento de la region de -299 a -855 a partir del initio de 
transcripci6n del gen ubiquitina-1 de maiz. 

10) Un promotor artificial segun la revindication 9, cuya secuencia micleotidica del 
5 elemento 5' regulador de la transcription se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 19 6 

con un fragmento de ella. 

11) Un promotor artificial segun las reivindicaciones 2 y 3 donde el elemento 5' regulador 
de la transcription es un potenciador transcriptional tipo as-1 . 

12) Un promotor artificial segun la reivindicacion 11, donde la secuencia micleotidica del 
10 potenciador transcriptional tipo as-1 es esencialmente id6ntica a la secuencia del fragmento 

que corresponde a los nucleotides del 7 al 26 en la SEQ ID NO: 13, o a su secuencia 
complementaria. 

13) Un promotor artificial segun la reivindicacion 3 donde el elemento 5' regulador de la 
transcription provenga de un promotor de origen viral. 

15 14) Un promotor artificial segun la reivindicaci6n 13, donde el elemento 5' regulador de la 
transcription proviene del promotor 35S del CaMV. 

15) Un promotor artificial segun la reivindicacion 2 y 3 caracterizado porque el elemento 5' 
regulador de la transcription controla la expresion genica en las celulas vegetales de forma 
temporal, organo o tejido espetifica. 
20 16) Un promotor artificial segun la reivindicacion 15 caracterizado porque el elemento 5' 
regulador de la transcription controla la expresion g6nica en semillas. 

17) Un promotor artificial segun la reivindicacion 16 donde el elemento 5 ? regulador de la 
transcripci6n proviene del gen glutelina B-l de arroz. 

18) Un promotor artificial segun la reivindicaci6n 17, donde el elemento 5' regulador de la 
25 transcription comprende un fragmento de la region de -31 a -245 a partir del initio de 

transcription del gen glutelina B-l de arroz. 

19) Un promotor artificial segun la reivindicacion 18 caracterizado porque la secuencia 
micleotidica del elemento 5* regulador de la transcription se corresponda con la secuencia 
SEQ ID NO: 21 o con un fragmento de ella. 

30 20) Un promotor artificial segun la reivindicacion 15 cuyo elemento 5' regulador de.la 
transcription controla la expresi6n g£nica en celulas vegetales sometidas a condiciones de 
estres biotico o abi6tico. 

21) Un promotor artificial segun la reivindicaci6n 15, cuyo elemento 5' regulador de la 
transcription controla la expresi6n g6nica en tejidos vegetales que han sufrido heridas. 

34 



WO 2004/058979^ 




'CT/CU2003/000018 



22) Un promotor artificial segun la reivindicaci6n 1 cuya region 5' reguladora de la 
transcription se compone de dos o mas elementos reguladores de diferentes origenes 
operativamente acoplados, y que individualmente responden a alguna de las caracteristicas 
senaladas en las reivindicaciones de la 2 a la 21 . 

23) Un promotor artificial segun la revindication 1 cuyo primer Ex6n componente de la 
regi6n artificial Exon/Intron/Exon contiene motivos de secuencias con alto contenido de C y 
A. 

24) Un promotor artificial segun la revindication 1 cuyo primer Exon componente de la 
region artificial Ex6n/Intr6n/Ex6n contiene secuencias donde se repite con frecuencia el 
motivo CTCC y/o sus secuencias hom61ogas CTC, TCC y TC. 

25) Un promotor artificial segun la reivindicacion 1, cuyo Intron componente de la region 
artificial Ex6n/Intr6n/Ex6n contiene secuencias donde se repite con frecuencia el motivo 
CTCC y/o sus secuencias homologas CTC, TCC y TC. 

26) Un promotor artificial segun las reivindicaciones de la 23 a la 25, cuya secuencia 
nucleotidica de la region artificial Ex6n/Intr6n/Ex6n se corresponda con la secuencia SEQ 
ID NO: 6 o con un fragmento de ella . 

27) Un promotor artificial segun la reivindicacion 1 cuyo segundo Ex6n componente de la 
region artificial Exon/Intron/Exon contiene motivos de secuencias con alto contenido de C 



28) Un promotor artificial segun la reivindicaci6n I, donde el segundo Exon componente de 
la region artificial Ex6n/Intr6n/Ex6n contiene al menos una secuencia en mas de un 83% 



29) Un promotor artificial segun las reivindicaciones 27 y 28, caracterizado porque la 
secuencia nucleotidica del segundo Exon componente de la region artificial 
Ex6n/Intr6n/Ex6n se corresponde con la secuencia SEQ ID NO: 1. 

30) Un promotor artificial segun las reivindicaciones de la 23 a la 29, caracterizado porque 
la secuencia nucleotidica de la region artificial Ex6n/Intr6n/Ex6n se corresponde con la 
secuencia SEQ ID NO: 8 o con un fragmento de ella. 

3 1) Un promotor artificial que responda a alguna de las reivindicaciones de la 1 a la 30, y 
que al menos parcialmente se corresponda con la secuencia SEQ ID. NO: 20. 

32) Un fragmento de ADN de un promotor artificial segun las reivindicaciones de la 1 a la 
31, que fusionado a cualquier promotor funcional en celulas de plantas, contribuya a 
potenciar la expresion de las secuencias de ADN controladas por este promotor. 



yA. 



hom61oga al motivo HCAYYY (H= C 6 T 6 A; Y= C 6 T). 
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33) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 32, con capacidad 
potenciadora de la traduccion de los genes fusionados a el. 

34) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 33, que contenga al 



5 6T6A;Y=C6T). 

35) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicaci6n 33, que contenga 
motivos de secuencias con alto contenido de C y A. 

36) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 33, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 1. 

10 37) Un fragmento de un promotor artificial segun las reivindicaciones de la 33 a la 36, que 
en c61ulas vegetales contribuya a aumentar la traduccion de cualquier ARNm producido a 
partir del promotor 35S del CaMV. 

38) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 32 que se corresponda 
con una regi6n Ex6n/Intron/Ex6iL 
15 39) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 38, cuyo primer Ex6n 
contiene motivos de secuencias con alto contenido de C y A. 

40) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 38, cuyo primer Exon 
contiene secuencias donde se repite con frecuencia el motivo CTCC y/o sus secuencias 
homologas CTC, TCC y TC. 
20 41) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 38, cuyo Intron contiene 
secuencias donde se repite con frecuencia el motivo CTCC y/o sus secuencias homologas 
CTC, TCCyTC. 

42) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 38, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 6. 
25 43) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 38, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 8. 

44) Un fragmento de un promotor artificial segun las reivindicaciones de la 38 a la 43, que 
en c^lulas vegetales contribuya a aumentar la expresi6n de cualquier gen puesto bajo el ' 
control del promotor 35 S del CaMV. 
30 45) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacidn 32, que se corresponda 
con un potenciador transcripcional tipo as-1 . 

46) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicaci6n 45, cuya secuencia 
nucleotidica sea esencialmente id6ntica a la secuencia del fragmento que corresponde a los 
nucle6tidos del 7 al 26 en la SEQ ID NO: 13, o a su secuencia complementaria. 



menos un fragmento de secuencia en mas de un 83% homologa al motivo HCAYYY (H= C 
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47) Un fragmento de nn promotor artificial segun la reivindicacion 32, que se corresponda 
con un elemento 5' regulador de la transcripci6a 

48) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 47, cuyo elemento 5' 
regulador de la transcription provenga del gen actina-1 de arroz. 

5 49) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 48, cuya secuencia 
nucleotidica comprende un fragmento de la region de -43 a -310 a partir del inicio de 
transcription del gen actina-1 de arroz. 

50) Un fragmento de un promotor artificial segiin la reivindicaci6n 49, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 10 o con un fragmento de ella. 
10 51) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 49, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 1 1 o con un fragmento de ella. 

52) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 47, cuyo elemento 5' 
regulador de la transcription provenga del gen ubiquitina-1 de maiz. 

53) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicacion 52, cuya secuencia 
15 nucleotidica comprende un fragmento de la region de -299 a -855 a partir del inicio de 

transcription del gen ubiquitina-1 de maiz. 

54) Un fragmento de un promotor artificial segun la reivindicaci6n 53, cuya secuencia 
nucleotidica se corresponda con la secuencia SEQ ID NO: 19 o con un fragmento de ella. 

55) Un casete para la expresion de secuencias de ADN en celulas vegetales conteniendo un 
20 promotor artificial que responde a alguna de las reivindicaciones de la 1 a la 3 1 . 

56) Un casete para la expresion de secuencias de ADN en celulas vegetales conteniendo un 
elemento promotor de la transcription funcionalmente unido a un fragmento de ADN que 
responde a alguna de las reivindicaciones de la 32 a la 54. 

57) Un vector de ADN para la transformation de celulas vegetales conteniendo uno de los 
25 casetes de expresion caracterizados en las reivindicaciones 55 6 56. 

58) Una c61ula bacteriana portadora del vector de la reivindicacion 57, y su descendencia. 

59) Una celula vegetal transformada con el vector de la reivindicacion 57, y su 
descendencia. 

60) Una celula vegetal segun la reivindicaci6n 59, que expresa el fragmento de ADN que se 
30 encuentra bajo el control del promotor artificial contenido en el casete de expresi6n que fue 

introducido mediante el vector descrito en la reivindicacion 57. 

61) Una celula vegetal segun la reivindicacion 59, con el casete de expresion caracterizado 
en la reivindicaci6n 55 6 56 establemente integrado a su genoma. 
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62) Una planta transgenica regenerada a partir de la celula vegetal caracterizada en la 
reivindicacion 61. 

63) Una planta transgenica segun la reivindicacion 62, que expresa el fragmento de ADN 



5 que fiie introducido mediante el vector descrito en la reivindicacion 57. 

64) La descendencia de las plantas transg&iicas caracterizadas en la reivindicacion 63. 

65) Las plantas de la reivindicaci6n 64 que sean dicotiledoneas. 

66) Las plantas de la reivindicaci6n 65 que sean solanaceas. 

67) Las plantas de la reivindicaci6n 66 que pertenezcan a una de las siguientes especies: 
1 0 tabaco, tomate o papa. 

68) Las plantas de la reivindicacion 64 que sean monocotiled6neas. 

69) Las plantas de la reivindicacion 68 que sean gramineas. 

70) Las plantas de la reivindicacion 69 que pertenezcan a una de las siguientes especies: 
arroz, cana de azucar, maiz, trigo o cebada. 

15 71) La purification y utilization de la proteina recombinante que producen las c61ulas o las 
plantas de las reivindicaciones 60 6 63, como resultado de la expresion del fragmento de 
ADN que se encuentra bajo el control del promoter artificial contenido en el casete de 
expresion que fue introducido mediante el vector descrito en la reivindicacion 57. 



que se encuentra bajo el control del promoter artificial contenido en el casete de expresion 
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Figura 1. 

Act : ACCACCACCACCACCACCACCTCCTCCC CC CTCG CTGCCGGACGACGAG CTCCTCCC CC CTCC C 
Ubi : T TCCC C AACCT C GTGTT GTTCGGAGCG CAC ACAC ACACAACC A G ATCTCC CCCAAAT CCACC CG 
Shrun : A AACCCTCCCTCCCTCCTCCA TTGGACTGCTTG CTCCC TGTTG ACCA TTGGGqtatqcttq ctc 

Act: C CTCCG CCGCCGCCGqtaaccaccccac atccctctcctc tttctt tctc cqttttttttt tcc q 
Ubi : TCGGC ACCTCC GCTTCAAGqtacqccq ctc q tcctcc cccccccccc ctctct acct tctc taqa 
Shrun: tcctqttcatctccqtqctaaac ctc tq tcctct qqqtqqqtttttactQqqattttaaactaat 

Act: tctcgtctcgatctttggccttgqtaqtttqqqqqcqaqaqqcqqcttcqtcqcccaqatcqqtq 
Ubi: tcggcgttccqqtccatqqttaqqqcccqqtaqttctacttctqttcatqtttqtqttaqa tcc q 
Shrun: ctgctqqccqcqqtaqaaaaqaccqtq tcc cctqatqaq ctc aaqcq ctc qccttaqccqcq tcc 



Figura 2. 



PstI HCAYYY region CA HCA 

5' - G GAAAC AAAT T G AAC AT CAT T C T ATC AAT A CAAC AC AAAC ACAAC AC AAC TCAAT CA 
acg^CTTTGTTTAACTTGTAGTAAGATAGTTATGTTGTGTTTGTGTTGTGTTGAGTTAGT 

YYY Ncol Xbal SacI 

TTTAT^TGACAACACAACTAAACA ACCATGGTCTAGagct -3 ' 
AAATAAACTGTTGTGTTGATTTGTTGGTACCAGATC 
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5' 

^ actina -1 d e arroz ■ ubiquitina-1 demaiz 

ACCACCACCACCACCACCACCTCCTCX^ 

IVS2 Bglll 

CCCTCCCGTCGCGCCGCGCAACACCTGgtaagatggctgtgcgctcagatatatatagtgatat 

^ ^ ubiquitina-1 demaiz ^ 

gcactacaaagatcataactagaccgccgcctccccccccccccctctctaccttctctctttc 

tttctccgttttttttttccgtctcgtctcgatctttggccttggtagtttgggggcgagaggc 

aacttcatcacccaaatcaatacaca tttttttattt ggaggggcgggatctcgcggctgggtc 

actina-1 de arroz 

tcggcgtgcggccggattctcgcggggaatggggctctcggatgtggatctgatccgccgttgt 

tgggggagatatggggcgtttaaaatttcgccatgctaaacaagatcaggaagaggggaaaagg 

gcactatggtttaatttttatatatttctgctgctgctcgtcaggattagatgtgcttgatctt 

tctttcttctttttgtgggtagaatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtttt*tctttt 

ubiquitina-1 demaiz ^ ^ IVS2 

qtcaatqctcaccctcrttatttaqtatt ttt al: actagt ggctatcctgacacggtctctttgt 

^ ~ Spel 

caaatatctctgtgtgcagGTATA ACTGCAG GAAACAACAACAATA ACCATGG 

PstI Ncol 3' 
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Figura 4. 



caja TATA 



initio de transcription 



ctatatata aaaaattcatttcatttaoraaccccccaaccctACCACCACCACCACCACCACCT 

EXON 

CCTCCTTCACACAACACACACACAACAGATCTCCCCCATCCTCCCTCGCGTCGCGCCGCGCAAC 



ACCTGgtaagatggctgtgcgctcagatatatatagtgatatgcactacaaagatcataactag 



accgccgcctccccccccccccctctctaccttctctctttctttctccgttttttttttccgt 
ctcgtctcgatctttggccttggtagtttgggggcgagaggcggcttcgtcgcccagatcggtg 
cgcgtttttttatttggaggggcgggatctcgcggctgggtctcggcgtgcggccggattctcg 
cggggaatggggctctcggatgtggatctgatccgccgttgttgggggagatatggggcgttta 
aaatttcgccatgctaaacaagatcaggaagaggggaaaagggcactatggtttaatttttata 
tatttctgctgctgctcgtcaggattagatgtgcttgatctttctttcttctttttgtgggtag 
aatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtttttcttttgtcgatgctcaccctgttgttt 
ggtgtttttat actagt ggctatcctgacacggtctctttgtcaaatatctctgtgtgcagGTA 



TPACTGCAGGAAACAAATTGAACATCATTCTATCAATACAACACAAACACAACACAACTCAATC 



Bgin 



intr6n 



Spel 



PstI EUREKA 
ATTTATTTGACAACACAACTAAACAACCATGGHCTAGAGCTC 



Ncol Xbal SacI 
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Figura 5. 



ATCCATAGCAAGCCCAGCCCAACCCAACCCAACCCAACCCACCCCAGTGCAGCCAACTGGCAAA 

TAGTCTCCACACCCCGGCACTATCACCGTGAGTTGTCCGCACCACCGCACGTCTCGCAGCCAAA 

AAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAAGAAAAAGAAAAAACAGCAGGTGGGTCCGGGTCGTGGGGGCC 

GGAAAAGCGAGGAGG ATCGCGA GCAGCGACGAGGCCGGCCCTCCCTCCGCTTCCAAAGAAACGC 

Nrul 

cccccATCAATT ctatatata aaaaattcatttcatttggagccccccaaccctACCKCCACCA 

CCACCACCACCTCCTCCTTCACACAACACACACACAACAGATCTCCCCCATCCTCCCTCCCGTC 

BgUI 

GCGCCGCGCAACACCTGgtaagatggctgtgcgctcagatatatatagtgatatgcactacaaa 

gatcataactagaccgccgcctccccccccccccctctctaccttctctctttctttctccgtt 

ttttttttccgtctcgtctcgatctttggccttggtagtttgggggcgagaggcggcttcgtcg 

cccagatcggtgcgcgtttttttatttggaggggcgggatctcgcggctgggtctcggcgtgcg 

gccggattctcgcggggaatggggctctcggatgtggatctgatccgccgttgttgggggagat 

atggggcgtttaaaatttcgccatgctaaacaagatcaggaagaggggaaaagggcactatggt 

ttaatttttatatatttctgctgctgctcgtcaggattagatgtgcttgatctttctttcttct 

ttttgtgggtagaatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtttttcttttgtcgatgctc 

accctgttgtttggtgtttttatactagtggctatcctgacacggtctctttgtcaaatatctc 

Spel 

tgtgtgcagGTATAACTGCAGGAAACAAATTGAACATCATTCTATCAATACAACACAAACACAA 
PstI 

CACAACTCAATCATTTATTTGACAACACAACTAAACA ACCATGGTCTAGAGCTC 

Ncol Xbal Sac I 
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Figura 6. 



GGTACCGAGCATTGCATGTCTAAGTTATAAAAAATTACCACATATTTTTTTTGTCACACTTGTT 

TGAAGTGCAGTTTATCTATCTTTATACATATATTTAAACTTTACTCTACGAATAATATAATCTA 

TAGTACAACAATAATATCAGTGTTTTAGAGAATCATATAAATGAACAGTTAGACATGGTCTAAA 

GGACAATTGAGTATTTTGACAACAGGACTCTACAGTTTTATCTTTTTAGTGTGCATGTGTTCTC 

CTTTTTTTTTGCAAATAGCTTCACCTATATAATACTTCATCCATTTTATTAGTACATCCATTTA 

GGGTTTAGGGTTAATGGTTTTTATAGACTAATTTTTTTAGTACATCTATTTTATTCTATTTTAG 

CCTCTAZ\ATTAAGAAAACTAAAACTCTATTTTAGTTTTTTTATTTAATAATTTAGATATAAAAT 

AGAATAAAATAAAGTGACTAA?^TTAAACAAATACCCTTTAAGAAATTAAAAAAACTAAGGA^ 

ACATTTTTCTTGTTTCGAGTAGATAATGCCAGCCTGTTAAACGCCCTCGACTGACGCTTCGAAT 

GACGCACATGCCArCCATAGCA^GCCCAGCCCAACCCAACCC^CCCA^CCCACCCCAGTGCAG 

CCAACTGGCAAATAGTCTCCACACCCCGGCACTATCACCGTGAGTTGTCCGCACCACCGCACGT 

CTCGCAGCCAAAAAAAAAAAAAGAAAGAAAAAAAAGAAAAAGAAAAAACAGCAGGTGGGTCCGG 

GTCGTGGGGGCCGGAAAAGCGAGGAGGATCGC^GPiCGCTT!CGI^TGACGCACATGCCCGAGCAG 

CGACGAGGCCGGCCCTCCCTCCGCTTCCAAAGAAACGCCCCCCATCAATTc%^^^aggaag 

ttcatttcatttggagccccccaaccctaccaccaccaccaccaccacctcctccttcacacaa 

cacacacacaacagatctcccccatcctccctcccgtcgcgccgcgcaacacctggtaaga tgg 

ctgtgcgctcagatatatatagtgatatgcactacaaagatcataactagaccgccgcctcccc 

ccccccccctctctaccttctctctttctttctccgttttttttttccgtctcgtctcgatcfct 

tggccttggtagtttgggggcgagaggcggcttcgtcgcccagatcggtgcgcgtttttttatt 

tggaggggcgggatctcgcggctgggtctcggcgtgcggccggattctcgcggggaatggggct 

ctcggatgtggatctgatccgccgttgttgggggagatatggggcgtttaaaatttcgccatgc 

taaacaagatcaggaagaggggaaaagggcactatggtttaatttttatatatttctgctgctg 

ctcgtcaggattagatgtgcttgatctttctttcttctttttgtgggtagaatttgaatccctc 

agcattgttcatcggtagtttttcttttgtcgatgctcaccctgttgtttggtgtttttatact 

agtggctatcctgacacggtctctttgtcaaatatctctgtgtgcaggtataactgcaggaaac 

aaattgaacatcattctatcaatacaacacaaacacaacacaactcaatcatttatttgacaac 

acaactaaacaaccatggtctagagctc 




E 



10/539476 



WO 2004/058979 




T/CU2003/000018 



7/11 



Figura 8. 



CTCGAGA TACATATTAAGAGTATGGACAGACATTTCTTTAACAAACTCCATTTGTATTACTCCA 
AAAGCACCAGAAGTTTGTCATGGCTGAGTCATGAAATGTATAGTTCAATCTTGCAAAGTTGCCT 
TTCCTTTTGTACTGTGTTTTAACACTACAAGCCATATATTGTCTGTACGTGCAACAAACTATAT 
CACCA TGTA TCCCAAGATGCTTTTTTAATT ct a tat a ta ggaagttca tttcatttQgagcccc 
ccaa ccctACCACC^CCkCCAC^ 

CCCATCCTCCCTCCCGTCGCGCCGCGCAACACCTGgtaagatggctgtgcgctcagatatatat 

agtgatatgcactacaaagatcataactagaccgccgcctccccccccccccctctctaccttc 

tctctttctttctccgttttttttttccgtctcgtctcgatctttggccttggtagtttggggg 

cgagaggcggcttcgtcgcccagatcggtgcgcgtttttttatttggaggggcgggatctcgcg 

gctgggtctcggcgtgcggccggattctcgcggggaatggggctctcggatgtggatctgatcc 

gccgttgttgggggagatatggggcgtttaaaatttcgccatgctaaacaagatcaggaagagg 

ggaaaagggcactatggtttaatttttatatatttctgctgctgctcgtcaggattagatgtgc 

ttgatctttctttcttctttttgtgggtagaatttgaatccctcagcattgttcatcggtagtt 

tttcttttgtcgatgctcaccctgttgtttggtgtttttatactagtggctatcctgacacggt 

ctctttgtcaaatatctctgtgtgcagGTATAACTGCAGGAAACAAATTGAACATCATTCTATC 

AA T AC AAC AC AAAC ACAACAC AAC T C AAT CAT T TAT T T G AC AACACAAC T AAAC AACCATGGTC 
TAGAGCTC Nco I 

Xbal Sac I 
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Xhol 
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EcoRV, Barnm, Smal, Kpnl, Ncol, , EcoBJl, Hpa\ Xbal, Sad 

Sail Pstl Hindm 
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